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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE COMPRENDEN AL

MENOS UN PRECURSOR SEXUAL EN COMBINACION CON AL

MENOS UN MODULADOR RECEPTOR DE ESTROGENO

SELECTIVO.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para
tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que
afectan la lémina propria o capa muscular de la vagina
que utiliza precursores sexuales esteroides sélos o en una
terapia de combinacidén novedosa en animales de sangre
caliente susceptibles, incluso humanos. En particular, la
combinacién incluye administrar un modulador receptor de
estrégeno selectivo (SERM) y elevando el nivel del
paciente de precursores esteroides sexuales, dicho
precursor seleccionado del grupo que consiste de
dehidroepiandroesterona (DHEA) , sulfato de
dehidroepiandroesterona (DHEA-S), y androst-5-ene-3p,1783-
diol (5-diol). También pueden administrarse estrégenos
para contrarrestar los efectos potenciales de algunos
SERMs en bochornos y Jros sintomas menopdusicos. También
puede administrarse un inhibidor de fosfodiesterasa de

GMPc de tipo 5 para mejorar la actividad sexual. La

(\ﬁ""",’
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invencidén también se refiere a equipos y composiciones

farmacéuticas para practicar la combinacién anterior.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la patente EUA 5,843, 932, se informé el
efecto en atrofia vaginal de uno, tres o seis meses de
tratamiento con DHEA administrada dos veces diariamente a
una dosis de 30 mg en una solucién de 50% etanol-50%
propilenglicol en una 4rea de 2 cm? de la piel dorsal en
una rata ovariectomizada. El examen histopatolédégico mostrd
la proliferacién y purificacién del epitelio vaginal e
inversién de atrofia mucosal vaginal en ratas tratadas
con DHEA.

El estudio realizado con ratas, cuando se aplicd
DHEA en la piel dorsal para 1, 3 y 6 meses examind sdélo el
efecto en el epiteliq vaginal (Souria et al., 1998, J.
Steroid Biochem MoI Biol., 66(3): 137-149) y no en las
otras dos capas, a saber la propria lamina y capa
muscularis. Entonces se observéd que DHEA era
aproximadamente 10 veces mis eficaz en el epitelio vaginal
cuando se aplicaba tépicamente, que cuando se administraba
en la piel a un sitio distante de la vagina, exigiendo asi

la absorcién sistémica para ejercer su accidn
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En un estudio anterior sobre el efecto de la DHEA
administrada en la piel en las mujeres post-menopausicas
durante 12 meses, en una crema de DHEA al 10%, sélo fue
evaluada la actividad estrogénica de DHEA (Labrie et al.,
1997, J. Clin. Endocrinol. Metab., 82: 3498-3505). Se
indicéd (padgina 3500) "Vaginal cytology was examined as
specific parameter of the estrogénico action of DHEA" ("Se
examindé citologia vaginal como pardmetro especifico de la
accién estrgogénica de DHA”). Esto es debido al método de
evaluacién, a saber, frotis vaginal que se limita a las
células superficiales Y facilmente eliminadas del
epitelio.

La presente invencidén describe los efectos de la
DHEA y otros componentes en las tres capas de la vagina, a
saber la capa muscularis, lémina propria y el epitelio con
los beneficios novedosos a los tres niveles. Se cree due
los efectos beneficiosos de la DHEA la lamina propria vy
muscularis son de importancia mayor para la accidn
positiva de inhibidores de fosfodiesterasa de GMPc de tipo
5, como el viagra y otros compuestos o prostaglandina El.

La sequedad vaginal afecta al 50% de las mujeres
en el periodo post-menopausico aproximadamente a la edad
de 50 a 60 afios y 72% después de 70 afios (Rossin-Amar,
2000, Gynecol Obstet Fertil, 28(3): 245-249).

Aproximadamente de estas mujeres, el 80% experimenta

000065
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trastornos urogenitales, sobre todo vaginitis y
dispareunia (Pandit and Ouslander, 1987, Am J Med Sci,
314(4): 228 -~ 31). Desde que se cree que estos problemas
son referidos por lo menos parcialmente a una privacidn de
esteroides sexuales, la terapia de reemplazo hormonal
local apropiada debe ser considerada en la etapa de la
menopausia. Se ha reconocido recientemente que no sélo se
privan las mnmujeres post-menopdusicas de estrdgenos
ovdricos sino también se privan progresivamente de los
andrégenos que originan la transformacién intracrina
periférica de dehidroepiandroesterona (DHEA) tanto en
andrbégenos como estrbégenos (Labrie et al., 1991, Mol Cell
Endocrinol, '78: Cl113-Cl118; Labrie et al., 1995, Ann NY
Acad Sd, 774: 16-28; Labrie et al., 2003, End Rev, 24(2):
152-182). De hecho, el suero de DHEA vy DHEA - S
progresivamente disminuyen de la edad de 30 a 40 arfos
(Labrie et al., 2003, End Rev, 24(2): 152-182; Orentreich
et al., 1984, J CKn Endocrincl Metab, 59: 551-555; Labrie
et al., 1997, J Clin Endocrinol Metab, 82: 2396-2402). Una
serie de estudios indica que los niveles bajos de DHEA vy
DHEA-S estdn asociados con una serie de morbilidad vy
enfermedades relacionadas con la edad (Labrie et al.,
1997, J. Clin. Endocrinol. Metab., 82: 3498-3505;
Helzlsouer et al., 1992, Cancer Res, 52(1): 1-4; SzathmaRl

et al., 1994, Osteoporos Int, 4(2): 84-88; Thoman and
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Weigle, 1989, Adv Immununol, 46: 221-261; Barrett-Connor
et al., 1999, J Reprod Med, 44(12): 1012-1020; Barrett-
Connor et al., 1999, J Am Geriatr Soc, 47(6): 685-691).

Un enfoque eficaz para aliviar la sequedad
vaginal y otros sintomas menopdusicos son el uso de
terapia de reemplazo de hormonas (HRT) (Greendale y Judd,
1993, J Es Geriatr Soc, 41(4): 426-436; el Studd et al.,
1980, Pasetto, Paleotti and Ambrus Eds, MT Press,
Lancaster, p: 127-139). Sin embargo, recientes estudios
clinicos han indicado que combinando los estrégenos vy
progestinas aumenta la incidencia de cancer de mama con un
impacto negativo potencial en los eventos cardiovasculares
(Colditz et al., 1995, N Engl J Med, 332: 1589- 1593; Ross
et al., 2000, J Natl Cancer Inst, 92(4): 328-332; Rossouw
et al., 2002, JAMA, 288(3): 321-333). Hay un interés
creciente entretanto, en el potencial de la terapia de
reemplazo de estrégeno-andrdégeno combinada (Rosenberg et
al., 1997, J Reprod Med, 42(7): 394-404; Burd et al.,
2001, Curr Women Health Rep, 1(3):202-205), aunque el uso
del componente estrogénico esté limitado por las
complicaciones potenciales arriba mencionadas. Basado en
los recientes adelantos en nuestra comprensién de 1la
fisiologla de esteroides sexuales humanos, - sobre todo en
las mujeres post-menopdusicas (Labrie et al., 1991, Mol

Cell Endocrinol, 78: C113-Cl18; Labrie et al., 2003, end
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Rev, 24(2): 152-182), el wuso de DHEA se vuelve una
posibilidad de proporcionarles los niveles apropiados de
andrbégenos y estrégenos sintetizados a las mujeres post-
menopéusicas en los tejidos especificos, por los
mecanismos intracrinales, sin los efectos sistémicos
(Labrie et al., 1997, J. Clin. Endocrinol. Metab., 82:
3498-3505: 16-28; Labrie et al., 2003, End Rev, 24(2):
152-182; Labrie, 2001, Ref Gyn Obstet, 8: 317-322; Lasco
et al., 2002, 145: 457-461l). La restauracidn de elementos
andrdégeno-sensibles de la funcidén vaginal, también deben
ayudar la accidn de inhibidores fosfodiesterasa GMPc de
tipo 5 o prostaglandina El.

El modulador receptor de estrdgeno selectivo
(SERM) Acolbifeno (EM-652) es originalmente un benzopirano
derivado desarrollado para la prevencidén y tratamiento de
cdncer de mama (Gauthier et al., 1997, J Med Chem, 40:
2117-2122). Acolbifeno es el compuesto gue tiene la
afinidad més alta de todos los compuestos conocidos por ER
(Gauthier et al, 1997, J Med Chem, 40: 2117-2122; Labrie
et al., 1999, J Steroid Biochem Mol Biol, 69 (1-6): 51-84;
Tremblay et al., 1997, Mol. Endocrinol., 11: 353-365) vy
ejerce su actividad en ambos ERx and ERP (Tremblay et al.,
1998, Endocrinology, 139: 111-118) . Este compuesto
despliega una actividad pura y altamente potente del

antiestrogénico en la glédndula mamaria y endometrio
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mientras reduce el colesterol de suero y triglicéridos y
previniendo la pérdida de hueso, por lo menos en la rata
(Labrie et al.,.1999, Steroid Biochem Mol Biol, 69 (1-6):
51-84). Es mds, se ha demostrado que la administracién de
DHEA, no sélo no interfiere, sino ejerce un efecto
inhibitoric aditivo con el antiestrdégeno Acolbifeno puro
en el crecimiento de tumor de mama en humanos y en el
ratén desnudo (Dauvois et al., 1991, Cancer Res, 51: 3131-
3135; Luo et al., 1997, Endocrinology, 138: 4435- 4444).
El tratamiento combinado de DHEA y Acolbifeno se ha
propuesto como un quimipreventivo beneficioso y enfoque
terapéutico en el <céncer de mama (Labrie, 2001, Ref
Gynecol Obstet, 8: 317-322) . De hecho, el efecto
inhibitorio de DHEA en el crecimiento de =xenoinjertos en
el cancer de mama en humanos y en ratones desnudos,
soporta su uso como terapia de reemplazo de hormonas
(Dauvois et al., 1991, Cancer Res, 51: 3131-3135;
Couillard et al., 1998, J Natl Cancer Inst, 90: 772-778).
WO 99/63974 describe los usos médicos de un
receptor modulador de estrégeno selectivo en combinaciédn

con precursores esteroides sexuales.

SUMARIO DE LA INVENCION

Por consiguiente, un objeto de la presente

invencién es proveer métodos eficaces de tratamiento para

0oan70
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problemas vaginales, mé&s particularmente para la sequedad
vaginal, dispareunia, y disfunciones sexuales que pueden
conducir a la disminucién del deseo y actividad sexual

mientras minimiza los efectos colaterales indeseables.

Otro objeto es proveer métodos para reducir el

riesgo de adquirir los problemas anteriores.

En una modalidad, la invencidén pertenece a un
método de tratamiento para reducir el riesgo de contraer
sequedad vaginal que comprende niveles crecientes de un
precursor esteroide sexual seleccionado del grupo que
consiste de dehidroepiandroesterona (DHEA), sulfato de
dehidroepiandroesterona (DHEA-S) vy androst-5-ene-38,178-
diol (5-diol), en un sujeto o paciente en necesidad de
dicho tratamiento o dicho precursor esteroide, y ademéas
comprendiendo la administracién a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador receptor
de estrégeno selectivo SERM) como parte de una terapia de

combinacidn.

En otra modalidad, la invencién incluye una
administracidén adicional de estrdgenos para contrarrestar
los efectos de SERMs de ©bochornos vy otros sintomas

menopdusicos.
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En otra modalidad, 1la invencidén incluye la
administracién adicional de un inhibidor de
fosfodiesterasa de GMPc de Tipo 5 de prostaglandina El

para mejorar la actividad sexual.

Como se utiliza en la presente invencion, un
modulador receptor de estrdgeno selectivo (SERM) es un
compuesto que vya sea directamente o a través de sus
funciones metabdlicas activas como un antagonista receptor
de estrégeno ("antiestrégeno") en el tejido de mama, de
hecho provee un efecto estrogénico o de estrdgeno - en el
tejido éseo y en los niveles de colesterol en suero (es
decir, reduciendo el colesterol en suero). Es probable que
funcionen como.un SERM, los compuestos no eesteroidaleses
que funcionan como antagonistas receptores de estrdgeno en
el tejido de mama in vitro o en humanos, o de rata (sobre
todo si el compuesto actia como un antiestrdgeno en
células cancerigenas de mama en humanos). A la inversa,
los antiestrbgenos esteroidales tienden a no funcionar
como SERMs porque tienden a no mostrar ningin efecto
benéfico en el colesterol en suero. Los antiestrdgenos no-
esteroidales que se han encontrado y probado para
funcionar como SERMs incluye EM-8C0, EM-01538, Raloxifeno,
Tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno, TSE-424,
ERA-923, Lasoxifeno (CP 336156), Arzoxifeno (LY 353 381) y

GW-5638. Se han probado los antiestrdégenos esteroidales

000072
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ICI 182,780 y se ha encontrado gque no funcionan como
SERM. Los SERMs, de acuerdo con la invencidn, pueden ser
administrados con la misma dosificacién que se conoce en
la técnica, cuando estos compuestos son utilizados como

antiestrégenos.

Sin tener la intencién de limitarse a esta
teoria, se cree que en lo que respecta a los SERMs, muchos
de los cuales, preferentemente, tienen dos anillos
aromaticos unidos por uno o dos &tomos de carbono, que se
espera que interactien reciprocamente con el receptor de
estrégeno en virtud de la porcidén anterior de la molécula
que es la mejor reconocida por el receptor. Los SERMs
preferidos tienen cadenas que puede caEUAr selectivamente
propiedades antagdnicas en el tejido de mama sin tener
propiedades antagénicas significativas en otros tejidos.
Por lo tanto, los SERMs pueden funcionar deseablemente
como antiestrdgenos en  mama, mientras funcionan
sorprendente y deseablemente como estrégenos (o proveyendo
una actividad similar al estrdégeno ) en hueso y en los
componentes hemdticos {donde las concentraciones de
lipidos y/o colesterol se ven favorablemente afectadas).
El efecto favorable en el colesterol y/o en lipidos se
traduce potencialmente en un efecto favorable contra

aterioesclerosis gue se conoce por ser afectado

0nGa73
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adversamente por los niveles inadecuados de colesterol y

lipidos.

En otra modalidad, la invencién incluye un
método, una composicidén farmacéutica y un kit o equipo en
5 donde el modulador receptor estrdgenc selectivo tiene una

férmula molecular con las siguientes caracteristicas:

a) dos anillos aromédticos separados por 1 a 2
atomos de carbono que intervienen, ambos anillos
arométicos siendo tanto no sustituidos como sustituidos

10 por un grupo hidroxilo o un grupo convertido in vivo a

hidroxilo;

b) una cadena lateral poseyendo un anillo |

aromadtico y una funcidén amina terciaria o sal de la misma.

Se prefiere que la cadena lateral sea

15 seleccionada del grupo que consiste de:

000074
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También se prefiere que los dos anillos
aromaticos sean fenilo y que la cadena lateral posea una
porcidén seleccionada del grupo gue consiste de metino, a
metileno, -CO, -0-, and -S-, un anillo aromdtico, y una

5 funcidén amino terciaria o sal de la anterior.

En otra modalidad, el modulador receptor de
estrégeno selectivo es seleccionado del grupo gue consiste
de un derivado de benzotiofeno, derivado de
trifeniletileno, derivado de indol, derivado de

10 benzopiranoo, 5,6,7,8-tetrahidronaftaleno y derivado de

centcromano.

En una modalidad, se prefiere que el modulador
receptor de estrdgeno selectivo sea un derivado de

benzotiofeno del compuesto de la siguiente férmula:

15

en donde R1 y R2 son independientemente
seleccionados del grupo que consiste de: hidrégeno,
hidroxilo, y una porcidén convertida in vivo en hidroxilo;

en donde R3 Y R4 son tanto independientemente

ag0a7s
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seleccionados del grupo que consiste de: alquilo Cl1-C4, o
en donde R3, R4 y nitrdégeno al cual se unen, juntos son
una estructura seleccionada del grupc gque consiste de
pirrolidino, dimetil~l-pirrolidino, metil-l-pirrolidinilo,
piperidino, hexametilenimino y morfolino; en donde A es
seleccionada del grupo que consiste de - CO -, - CHOH, y -

CH2 -;

en donde B es seleccionada del grupo que consiste

del fenileno, piridilideno, y - cicloC4HZN2.

Particularmente, el modulador receptor de
estrbégeno selectivo es seleccionado del grupo que consiste

de Raloxifeno, Arzoxifeno (LY 353381) y LY 335563.

En otra modalidad, se prefiere que el modulador
receptor de estrégeno selectivo sea un derivado

trifeniletileno del compuesto de la siguiente férmula:

en donde del en el es de D - OCH2CH2N(R3)R4 o -

CH=CH-COOH (R3 3% R4 va sea independientemente

pea07e
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seleccionados del grupo que consiste del alquilo Cl1-C4, o
R3, R4, y el atomo de nitrdgeno al que se unen, juntos
formando un anillo de estructura seleccionado del grupo
que consiste de pirrolidino, dimetil-1l-metilo-1-
pirrolidinilo, piperidino, hexametilenimino y morfolino);
donde E y K son independientemente hidrégeno o hidroxilo;

donde J es hidrégeno o halégeno.

Particularmente, el modulador receptor de
estrdgeno selectivo es Tamoxifen, OH-tamoxifen,

Droloxifenco, Toremifeno, Yodoxifeno, y GW 5638.

En otra modalidad, se prefiere que el modulador
receptor de estrdgeno selectivo sea un compuesto derivado

de indol de la siguiente férmula:

X
Rs

00O
Rz

Rs

Rs

%
N

D

donde D es seleccionado del grupo que consiste de
-OCH2CH2N (R7)R8, -CH=CH-CO N(R7)R8, -CC-(CH2)n-N(R7)R8 (R7

y R8 cualquiera siendo independientemente seleccionado del
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grupo gque consiste de alquilo de (Cl-Cé, o R7, R8 y el
atomo de nitrdgeno al cual estéan unidos, juntos formando
una estructura de anillo seleccicnada del grupo que
consiste de anillo de pirreclidino, dimetil-1-pirrolidino,
metil-1- pirrolidinilo, piperidino, hexametilenimino,
morfolino); en donde X es seleccionado del grupo que

consiste de: hidrégeno, y alquilo C1-C6;

en donde R1, R2 R3, R4, R5, y R6 son
independientemente seleccionados del grupo que consiste
de: hidrégeno, hidroxilo, alquilo de C1-C6, y una porciédn

convertida in vivo en hidroxilo.

Particularmente, el modulador receptor de

estrbégeno selectivo es TSE-424 y ERA-923.

En otra modalidad, se prefiere que el modulador
receptor de estrdégeno selectivo se un compuesto de la

siguiente fdérmula:
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en donde RI y R2 son  independientemente
seleccionados del grupo que consiste de: hidrdgeno,
hidroxilo, y una porcidén convertida in vivo a hidroxilo;
en donde R5 y R6 son independientemente hidrégeno o
alquilo C1-Cé; en donde D es -QOCH2CHZ2N(R3)R4 (R3 and R4
cualquiera siendo independientemente seleccionado del
grupo gque consiste de alquilo de Cl-C4 , o R3, R4 y el
atomo de nitrdégeno al cual estan unidos, Jjuntos formando
una estructura de anillo seleccionado del grupo que
consiste de pirrolidino, dimetil-l-pirrolidino, metil-1-

pirrolidinilo, piperidinc, hexametilenimino, morfolino).

En donde X is seleccionado del grupo que consiste

de -0- y - CH2-.

Particularmente, el compuesto es seleccionado del
grupo que consiste de: (-)-cis-(5R,6S)-6-fenil-5-[4-(2-
pirrolidin-1-il)etoxi) fenil]-5,6,7,8-tetrahidronafthalen-
2-0l, D-{(-)-sal de tartrato (lasofoxifeno) y (3,4-trans-
2,2-dimetil-3-fenil-4-[4-(2-(2-(pirrolidin-1-

ilYetoxy) fenil]-7-metoxi-cromano) .

En otra modalidad, se prefiere que el modulador
receptor de estrbégeno selectivo tenga la siguiente

férmulac:
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donde R1 and R2 son independientemente hidrdégeno,
hidroxilo o una porcién que se convierte a hidroxilo in
vivo; en donde Z es una porcién de cierre bivalente
particularmente; Z es seleccionada del grupo que consiste

de -0O-, -NH-, -S-, y -CH2-;

donde la R100 es una porcién bivalente cuyas
distancias L del anillo-B por cada 4-10 &tomos due
intervienen; en donde L es una porcién polar bivalente o
trivalente seleccionada del grupo de -S0-, -CON-, -N<, y -

SON<

donde Gl es seleccionada del grupo que consiste
de hidrdégeno, a hidrocarburo Cl1 a C5 o wuna porcidn
bivalente que se une a G2 y L para formar un anillo
heterociclico de 5- a 7- miembros, u un derivado halo no

saturado del anterior.

donde G2 es cualquiera, ausente o seleccicnado
del grupo que consiste de hidrégeno, un hidrocarburo Cl a

C5 o una porcidén bivalente que se une a Gl y a L para
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formar un anillo heterociclico de 5 - a 7~ miembros, vy
derivados halo o no saturados del anterior; en donde G3 es
seleccionado del grupo que consiste de hidrégeno, metilo vy

etilo.

M4s particularmente, se prefieren derivados de

benzopirano de la siguiente estructura general:

Donde D is -OCH2CH2N(R3)R4 (R3 y R4 cualquiera
siendo independientemente seleccionado del grupo que
consiste de alquilo Cl1-C4 , o R3, R4 y el atomo de
nitrégeno al cual estdn wunidos, juntos formando una
estructura de anillo seleccionada del grupo que consiste
de anillo pirrolidino, dimetil-l-pirrolidino, metil-1-

pirrolidinilo, piperidino, hexametilenimino, morfolino).

donde R1 y R2 son independientemente
seleccionados del grupo que consiste de: hidrdgeno,

hidroxilo, y una porcién convertida in vivo en hidroxilo.
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También se prefiere que 1los derivados de
benzopirano sean compuestos Optimamente activos teniendo
una absoluta configuracién de S en el carbono 2 o sales
farmacéuticamente aceptables de la anterior, dichos

compuestos ti3enen la siguiente estructura molecular:

donde R1 and R2 son independientemente
seleccionados del grupo que consiste de hidroxilo y una

porcién convertible in vivo a hidroxilo; en donde R3 es

una especie seleccionada del grupo gque consiste de
pirrolidinilo saturado, no saturado o sustituido,
piperidino saturado, no saturado o) sustituido,

piperidinilo saturado, no saturado o sustituido, morfolino
saturado, no saturado o sustituido, porcidén ciclica que
contiene nitrégeno, porcién policiclica que contiene
nitrégeno, y NRaRb (Ra y Rb siendo independientemente
hidrégeno, alquilo C1l-C6 recto o ramificado, alquenilo C2-

C6 recto o ramificado, y alkinilo C2-C6 recto o ramificado
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En una modalidad, el derivado de benzopirano es
una sal de un &cido seleccionado del grupo gue consiste de
dcido acético, 4acido adipico, acido bencensulfénico, é&cido
benzoico, 4&cido alcanforsulfénico, &cido citrico, &cido
fumdrico, 4&cido hidroydédico, &cido bromhidrico, acido
clorhidrico, adcido hidroclorotiazidico, acido hidroxi-
nafthoico, acido lactico, acido maleico, acido
metansulfénico, acido metilsulfurico, acido 1,5~
naftalendisulfénico, &cido nitrico, &cido palmitico, acido
pivalico, acido fosférico, dcido  propiénico, acido
succinico, adcido sulfarico, Acido tartarico, acido

tereftdlico, A&cido p-toluensulfdénico y el &cido valérico.

El modulador receptor de estrbébgeno selectivo

preferido es:

HO

H_
N+
O/\/
Acolbifeno Cl
Raloxifeno, Arzoxifeno, Tamoxifen, Droloxifeno,

Toremifeno, Yodoxifeno, GW 5638, TSE-424, ERA-923, vy

lasofoxifeno.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la divisién a lo largo del
eje longitudinal de la vagina de wuna rata en siete
segmentos transversales, desde el orificio externo

5 (ostium) (segmento 1) al nivel de cérvix (segmento 7)

(portio vaginalis uteri ).

La figura 2 muestra la histomorfologia del
epitelio vaginal del segmento 5 en los nueve grupos de

ratas. Pulgadas barias (J), 40um.

10 (A) Comoc representante del efecto estrogénico, el
epitelio escamoso estratificado de ratas cycling y en
periodo de celo consiste de cuatro capas principales: una
capa celular de estratum basale (b), 6 a 7 capas celulares
stratum spinosum (s) y una stratum granulosum de 5 a 6

15 capas (g) recubiertas por el stratum corneum (c) formadas
por células cornificadas aplanadas y herméticamente

empaquetadas.

(B) Las ratas en ciclo en el periodo interestral

(PIE) proestrus que esté bajo una estrogénica-

20 progestacional se utilizan para ilustrar la mucificacién.
En la mayoria de los segmentos 2 a 7, se recubrid una capa

celular basal (b) por 5 a 6 capas celulares de stratum

D
2
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D
2
™~



10

15

20

22

spinosum (s}, y una mnmucificacidén del estrato (m)

consistiendo en 3-4 capas de células mucosas.

(C) En el control 0VX, se recubridé una capa
celular basal (b) por una capa de células cuboidales

atréficas (a).

(D) El epitelio vaginal de ratas OVX tratado con
una dosis diaria oral de Acolbifeno, (2.5 mg/kg) muestra
atrofia, pero con una capa exterior de células mucosas

columnares bajas (m) recubriendo capa celular basal (b).

(E) El epitelio Vaginal de ratas OVX se tratd con
una dosis oral diaria de Premarin (0.5 mg/kg). La atrofia
inducida por OVX se reemplazd por un modelo estrogénico

comparable con lo encontrado en el periodo estrus.

(F) En animales OVX que recibieron Premarin +
Acolbifeno, la atrofia predominé con una morfologia
similar a la de 1los animales tratados con Acolbifeno,
aunque se apreciaron células mucosas més grandes.

(G) Seguido del tratamiento de animales OVX con
una aplicacién diariamente cuténea de DHEA (80 mg/kg) en
una area de 2x2 centimetros de la piel dorsal, se vid un
epitelio hipertréfico constituido por 3-5 capas de células
mucosas {m) recubriendo una <capa basal (b). Varias

invaginaciones caracterizaron este epitelio (flecha).
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(H) En 1la mayoria de las &areas del epitelio
vaginal de los animales tratados con DHEA + Acolbifeno -
una capa de células mucosas (m) se apoyd sobre una capa de
células basales (b), mientras en algunas A&reas, muchas
capas de células mucosas recubrieron la capa de células
basales. Varias invaginaciones caracterizaron este
epitelio (flechas).

(I) El1 tratamiento con DHEA + Premarin condujo a
un epitelio mixto compuesto de tres a siete epitelio(s)
escamoso (s) estratificado(s) células de espesor de capa
celular recubierto(s) por 3-5 capas de células mucosas (m)
en 3 animales. En 2 animales, las 4&reas del epitelio
escamoso estratificado eran predominantes (inserto) .
Barias en inserto 30pm.

(J) Cuando se combinaron DHEA, Premarin vy
Acolbifeno, el epitelio era similar al del grupo de DHEA +
Acolbifeno.

La figura 3 muestra la mucosa vaginal de
animales OVX mostrando, en (A), cambios inflamatorios
severos caracterizados por la infiltracidén focal de
leucocitos con microabscesos intraepiteliales (M) y, en
(B), la erosién focal (E) caracterizada por el espesor
epitelial reducido y una ulceracidén (U) visualizada como

una desaparicién completa del epitelio.
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La figura 4 ilustra el efecto similar al
estrégeno del Acolbifeno en el segmento 1 de revestimiento
del epitelio wvaginal (abertura externa), se hacen
comparaciones con los grupos pertinentes. En las ratas

5 intactas en el estrus (A) y en animales tratados con
Premarin (D), el epitelio es un espesor de 10-15 capas vy
keratinizado. En los controles O0OVX (B), el espesor
epitelial se reduce a 4-6 capas y generalmente no esta
keratinizado (ver 1la ausencia de stratum granulosum )

10 mientras que en los animales tratados con Acolbifeno (C),
el espesor se restaura a 9-11 capas y es keratinizado.

La figura 5 muestra el espesor (um) de los tres
diferentes compartimentos vaginales al nivel del quinto
segmento de la vagina de la rata: a) el epitelio, Db)

15 lémina propria, c) muscularis y d) espesor total, después
de un tratamiento de 36 semanas de animales OVX con DHEA,
Premarin y Acolbifeno, solo o en combinacién. Se agregan
animales intactos al estrus y proestrus como controles de
referencia. Los grupos compartiendo la misma letra no son

20 estadisticamente diferentes en p < 0.05.

La figura 6 muestra la reduccién en tamafio o la
compacidad de las fibras de coldgeno de la lamina propria
y se ilustra en el segmento 5 como bajo (A), moderado (B)

o alto (C).

0063%7



10

15

20

25

25

La figura 7 muestra microfotografias de los tres
compartimentos vaginales: (E) el epitelio, (L) lamina
propria y (M) muscularis, al nivel del quinto segmento de
la vagina de la rata con énfasis en el espesor del
muscularis relativo en los grupos diferentes. La
separacién de las 3 capas de las paredes vaginales con
barras se indica ©para la estimacidén Odptima de la
distribucién de espesor entre los grupos diferentes. A)
Intacto, B) O0VX, y OVX tratados con C) Acolbifeno, D)
Premarin, E) Premarin + Acolbifeno, F) DHEA, G) DHEA +
Acolbifeno, H) DHEA + Premarin, 1I) DHEA + Premarin +
Acolbifeno.

La figura 8 muestra el peso vaginal medido 36
semanas después de OVX y el tratamiento de animales OVX
con Acolbifeno, Premarin y DHEA solo o en combinacidén. Se
agregan los animales intactos como controles.

La figura 9 muestra la localizaciédn
Inmunohistoquimica de AR, Era y PR en (A) epitelio, (B)
lamina propria y (C) muscularis a nivel del quinto
segmento vaginal de los grupos diferentes. Las Dbarras
indican la separacién entre los tres compartimentos
vaginales.

Las figuras 10 y 11 muestran la comparacién entre
diferentes SERMs : morfologia epitelial vaginal, en las

ratas.
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La figura 12 muestra “la fotografia de wuna
diapositiva de microscopio para desplegar el
posicionamiento de los 8 segmentos vaginales (toda la fila
superior y la seccidén de la esquina inferior derecha),
seguido por los 4 segmentos uterinos (1 segmento de cuello
uterino y 3 segmentos de las dos trompas uterinas - 2
secciones por trompa) en una secuencia que corresponde a
su posicién anatdémica original. El segmento 8 incluye los
pliegues vaginales laterales que circundan el principio
del cérvix uterino.

La figura 13 muestra el efecto la rata intacta
Al estrus (columna izquierda), el epitelio vaginal es de
un espesor de 12 -18 capas en el segmento de espesor de 4
y 12-15 capas en el segmento 6.

En el metestrus (columna correcta), el epitelio
vaginal despliega de 6 a 10 capas celulares en el segmento
4, vy 5 a 7 capas en el segmento 6.

La figura 14 muestra el efecto OVARIECTOMIZADO

Ratas INTACTAS. En EL segmento 4, la vagina esta
revestida por un epitelio escamoso estratificado de 2 a 6
capas celulares. En el segmento 6, se observa la atrofia
completa, con 2 a 3 capas celulares planas. Algunos focos
raros de células mucosas c¢ilindricas pequeflas podrian

verse a lo largoc de toda la vagina.
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La figura 15 muestra el efecto del

placebo/supositorio. Comparado con el el grupo intacto OVX
, los epitelios escamosos vaginales estratificados del
grupo del placebo eran ligeramente més espeso, con el
segmento 4 que despliega de 4 a 8 capas celulares. En el
segmento 6, fue observada la misma morfologia como el de
grupo intacto OVX, con 2-3 capas celulares epiteliales.
Los focos de las células mucosas cilindricas pequeias
podrian encontrarse a lo largo de la vagina, ligeramente
mads que cuando se compard con los animales intactos OVX

La figura 16 muestra el efecto de DHEA 0.33 mg /
supositorio. En el segmento 4, el epitelio vaginal es
escamoso estratificado con 3 a 7 capas celulares.
Aproximadamente 20 a 60% del revestimiento vaginal
consiste en células mucosas bien-alineadas alternando con
15 a 50% células mucosas hiperatrofiadas, revistiendo una
o mas capas de epitelio escamoso estratificado, y con las
areas no-mucificdas. En el segmento 6, el espesor
epitelial se reduce casi al espesor encontrado en los
animales intactos OVX: 2-5 capas celulares recubiertas por
las células mucosas cilindricas. Se observé una variacién
considerable en 1la ocurrencia de las células mucosas,
estas células que cubren de 5 a 75% de la superficie

vaginal, alternando con las &reas no-mucificadas.
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La figura 17 muestra el efecto de DHEA 0.66

mg/supositorio. En el segmento 4, el epitelio escamoso
estratificado es de un espesor de 3 a 6 capas celulares.
Aproximadamente del 5 al 20% del revestimiento vaginal
consiste en células mucosas bien alineadas alternando con
10 a 75% de células mucosas hiperatrofiadas,
inrterponiéndose a una o mads capas de epitelioo escamoso
estratificado. También estan presentes las areas
epiteliales no mucificadas. En el segmento 6, el espesor
epitelial estd reducido y consiste en un epitelio escamoso
estratificado de 2 a 4 capas celulares, sobremontadc por
una capa de células mucosas Dbien-alineadas. Las areas
mucificadas variaron de 20 a 80% de la superficie vaginal,
alternando con las Areas no mucificadas.

La figura 18 muestra el efecto de DHEA 1
mg/supositorio. En el segmento 4, el epitelio del escamoso
estratificado despliega 3 a 9 capas celulares. Las células
mucosas hipertrofiadas los 3 a 4 escamoso inferiores las
capas celulares cubren 50 a 70% de la superficie vaginal,
mientras las células mucosas bien-alineadas revisten del 5
a 30% de la superficie vaginal. Las A&areas no mucificadas
se esparcen a intervalos entre las células mucificadas. En
el segmento 6, el espesor epitelial estd también reducido
y consiste de 2 a 4 capas celulares. Las células mucosas

hipertrofiadas que recubren 1 a 3 capas celulares
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escamosas inferiores cubren de 30 a 100% de la superficie
vaginal aproximadamente mientras las células mucosas bien
alineadas cubren de 0 a 70%. También se observan algunas
dreas esparcidas no mucificadas.

La figura 19 es una grafica del efecto en el peso
corporal del tratamiento de 14 dias con DHEA (supositorio)
aplicado intravaginalmente en las ratas de OVX. Compard
con el grupo de placebo, el peso coroporal de los grupos
dosificados con DHEA ligeramente a las dosis de 0.33 mg y
0.66 mg ligeramente disminuidas, mientras la disminucidn
era mas pronunciada en el grupo de 1 mg.

La figura 20 es un grafico de concentracidén de
suero de DHEA después de la aplicacidén intravaginal de
0.33 mg, 0.66 mg o 1 mg a las ratas OVX. La zona bajo los
valores de la curva (AUC) siete horas seguidas del
tratamiento de DHEA sea 32 * 4 ng.h/ml, 50 * 7 ng.h/ml y
131 * 23 ng.h/ml cuando DHEA se dio a las dosis de 0.33

mg, 0.66 mg o 1 mg, respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Después de la cesacién de secrecién del estrogeno
por los ovarios a la menopausia, se sintetizan
practicamente todos los andrégenos y estrégenos en los
tejidos objetivo periféricos por medio de los mecanismos

intracrina de la dehidroepiandroesterona (DHEAR), de origen
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suprarrenal. De hecho, en la ausencia de estrdgenos

ovaricos, la disminucién gradual en DHEA en suero es
probable que frecuentemente juegue un papel importante en
la sequedad vaginal, inflamacién, dispareunia y trastorno
sexual asociado con la menopausia. Para evaluar el
estrogénico especifico y/o los efectos androgénicos de una
nueva terapia de reemplazo de hormonas potencial que
podrian, entre otros efectos beneficiosos, aliviar la
sequedad Vaginal, nosotros hemos examinado la morfologia
de la vagina de la rata ocho meses después de la
ovariectomia (OVX) y el tratamiento de animales OVX con
DHEA, los estrdgenos conjugados (Premarin) y el modulador
receptor de estrdégeno selectivo Acolbifeno, administrado
solo o en combinacidén. En los animales intactos en el
periodo estrus y en ratas de OVX tratadas con Premarin, el
patrén estrogénico vaginal tipico es un epitelio escamoso
keratinizado estratificado. OVX condujo a una atrofia
general asociada con los cambios inflamatorios, mientras
Acolbifeno redujo la incidencia de inflamacién y aumentd
el numero y tamafio de células mucosas en el epitelio
vaginal. A las dosis utilizadas, Premarin invirtid
completamente la atrofia epitelial inducida por OVX,
mientras DHEA invirtié la atrofia parcialmente. De hecho,
el epitelio vaginal de animales OVX tratados con DHEA se

volvieron hiperpléasicos con 3-5 capas de mucosa columnar
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y células calciformes tipicas de un efecto androgénico. La

adicidén de Premarin a DHEA llevd a un epitelio mas espeso
gque en los animales intactos. Es méds, la compacidad de las
fibras de coldgeno en la lamina propria se aumentd por
DHEA. Por otro lade, el tratamiento con Acolbifeno solo
mostrdé una tendencia para el aumento en el espesor de
lamina propria que alcanzd los valores intactos cuando se
combiné con DHEA.

Después de OVX, la capa muscular vaginal se
disminuydé al 46%, un efecto que fue 41% y 100% invertido
por DHEA y Premarin, respectivamente. Por otro lado, la
disminucién de 50% en el espesor de la pared vaginal total
OVX siguiente era 42% vy 93% invertidos por DHEA vy
Premarin, respectivamente, mientras la combinacién de DHEA
y Acolbifeno no invirtié el total el espesor de la pared
vaginal a un valor significativamente diferente de 1los
animales de control intactos.

La inmunohistoquimica reveld un receptor
andrbégeno fuerte (AR) etiquetando en todos los grupos
tratados con DHEA. Por otro lado, no se detectdé etiquetado
de alfa receptor de estrbégeno (Erax) y receptor de
progesterona (PR) en ninguno de los grupos tratados con
Acolbifeno.

En conclusién, el tratamiento con DHEA o la

combinacién de DHEA y Acolbifeno previene parcial o
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completamente los cambios atréficos inducidos por OVX
observados en varias capas de la pared vaginal a través de
un efecto androgénico predominante, como es revelado por
la mucificacidén epitelial y sobre regulacién de AR. Los
datos presentes también muestran efectos particularmente
interesantes de DHEA en las tres capas de la pared
vaginal, a saber un epitelio altamente mucificado, un
tamafio reducido aumentado de las fibras de colageno en la
lamina propria asi como un aumento del espesor del
muscularis. DHEA ejerce ambos asi un efecto androgénico y
estrogénico en la mucosa vaginal, mientras proveyendo asi
una terapia de reemplazo mas fisioldgica. Aunque cada uno
de los compuestos examinados tiene los efectos
beneficiosos potenciales en la funcidén vaginal, DHEA solo
o en combinacién podria bien aliviar Odptimamente la
sequedad vaginal y podria restaurar la fisiologia vaginal
global y ayudar a corregir la disfuncién sexual asociada
con la menopausia. Podrian administrarse DHEA y otros
componentes localmente o sistémicamente.

Un modulador receptor de estrdégeno selectivo de
la invencién tiene una férmula molecular con los
siguientes rasgos: a) dos anillos aromaticos espaciados
por 1 a 2 A&tomos de carbono intermedios, ambos anillos
aromdticos que son no sustituidos o sustituidos por un

hidroxilo del grupo o grupo convertido in vivo a
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hidroxilo; y b) una cadena lateral poseyendo un anillo
aromatico y una funcidén terciaria aminada o sal de la
misma.

Un SERM preferido de la invencidén es EM-800
reportado en PCT/CA96/00097 (WO 96/26201) La estructura

molecular de EM-800 es:

Otro SERM preferido de la invencién es Acolbifeno
(EM-1538, también llamado EM-652.HC1l) reportado en EUA

6,710,059 Bl)

o

es la sal clorhidrato del antiestrdgeno potente
EM-652. Comparado con EM-800, EM-1538 es una sala méas
segura, mas simple, y mas facil de sintetizar. Se cree que
produce el mismo compuesto activo in vivo administrando

EM-800 o EM-1538.

Otro SERM preferido es Lasoxifeno (CP-336,156;

(=)-cis-(5R, 6S)-6-fenil-5-[4~ (2-pirrolidin-1-
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iletoxi)fenil]-5,6,7,8~ tetrahidrcnaftalen-2-o0l, D-(-)-sal

tartrato) (disponible de Pfizer Inc., EUA).

Otros SERMs preferidos de la invencidn incluyen

Tamoxifen ((Z)-2-[4~(1,2-difenil-1-butenil)]-N,N-
dimetiletanamina) (disponible de Zeneca, Reino Unido),
Toremifeno (disponible de Orion-Farmos Pharmaceutica,

Finlandia, & Schering-Plough), Droloxifeno, y Raloxifeno
(Eli Lilly and Co., EUA), Arzoxifeno (LY 335563) y LY
353381 (Eli Lilly and Co., EUA), Ospemifeno (FC 1271)
(disponible de Orion-Farmos Pharmaceutica, Finlandia),
Yodoxifeno (SmithKline Beecham, EURA), Levormeloxifeno
(3,4-trans- 2,2-dimetil-3-fenil-4-(4-(2-(2-(pirrolidin-1-
il)etoxi) fenil]-7- metoxicromano) (Novo Nor disk, A/ S,
Dinamarka) que se describe en Shalmi et al. WO 97/25034,
WO 97/25035, WO 97/25037, WO 97/25038 iy Korsgaard et
al. WO 97/25036), GW- 5638 (descrito por Willson et al.,
1997, Endocrinol, 138(9): 3901- 3911), SERM 3339 en
desarrollo por Aventis (Francia) vy derivado de indol
(descrito por Miller et al. EP 0802183Al) y TSE-424 y ERA-
923 desarrollado por Wyeth Ayers (EUA) y descrito en JPL
0036347 (American home products corporation) y derivados

de estrégeno no esteroides descritos en WO 97/32837.

Puede utilizarse cualquier SERM utilizado como se

requuiere por eficacia, <como es recomendado por el

U
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fabricante. Las dosificaciones apropiadas son conocidas en
la técnica. Cualquier otro antiestrdédgeno no estercide
comercialmente disponible puede utilizarse segun 1la
invencidén. Puede utilizarse cualquier compuesto que tenga
una actividad similar a los SERMs (ejemplo: Raloxifeno ).
Los SERMs administrados de acuerdo con la
invencidén, se administran preferentemente en un rango de
dosificacidén entre 0.01 a 10 mg/kg al dia de peso corporal
(preferentemente de 0.05 a 1.0 mg/kg), con 10 mg por dia,
sobre todo 20 mg por dia, en dos dosis 1igualmente
divididas que se prefieren para una persona de medio peso
del cuerpc cuando oralmente administrdé, o en un rango de
la dosificacidén entre 0.003 a 3.0 mg/kg al dia de peso
corporal (preferentemente de 0.015 a 0.3 mg/ml), con 1.5
mg por dia, sobre todo 3.0 mg por dia, en dos dosis

igualmente divididas que se prefieren para una persona de

peso corporal promedio cuando se le administre
paternalmente (es decir, administracidén intramuscular,
subcutdnea o percuténea). Preferentemente los SERMs se
administran junto con un diluyente o vehiculo

farmacéuticamente aceptable como se describe debajo.

El inhibidor preferido de GMPcfosfodiesterasa
de tipo 5 es Sildenafil comercializado bajo el nombre
comercial de "Viagra" por Pfizer EUA, Tadalafil

comercializado bajo el Nombre comercial "Cialis" por Eli
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Lilly EUA, vardenafil comercializado bajo el nombre
comercial "Levitra" por Bayer (Alemania). También se
prefiere el inhibidor de GMPcfosfodiesterasa de tipo 5 que
estd actualmente en desarrollo: DA-8159 por Dong-A Pharm
Tech (Corea del Sur), EMR-62203 por Merck (Alemania), TA-
1790 por Tanabe Seiyaku (Japdén), SCH-446132 por Schering-
Plough (EUA), y Reino Unido-371800 por Pfizer (EUA).

La prostaglandina preferida es alprostadil
comercializada bajo el nombre comercial "Alprox-TD” por
NexMed (EUA).

Con respecto a todas las dosificaciones
recomendadas en la presente invencién, el médico que
atiende debe supervisar la respuesta individual del
paciente y debe ajustar la dosificacién de acuerdo con lo

anterior.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

MATERIALES Y METODOS

Animales y tratamientos

Se utilizaron ratas hembra de diez a doce semanas
de edad Sprague-Dawley (Crl:CD®(SD)Br VAF/Plus™) (Charles

River Laboratory, St-Constant, Canada) pesando
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aproximadamente 220-270g al inicio del experimento. Los
animales se aclimataron a las condiciones ambientales
(temperatura: 22 * 3°C; humedad: 50 = 20%; ciclos de luz
12-h dia - 12-h oscuridad, luces encendidas a las 07:15h)
durante por lo menos una semana antes de empezar el
experimento. Los animales fueron alojados individualmente
y se les permitidé el acceso libre para beber agua y se les
indicé alimentos para roer (Lab Diet 5002, Ralston Purina,
St-Louis, MO). El experimento se condujo de acuerdo con la
Guia CCAC para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales
en una instalacién de animales aprobada por el Consejo
Canadiense para el Cuidado de los Animales (CCAC) y la
Asociacién para Valoracién y Acreditamiento de Cuidados de
Animales de Laboratorio (AAALAC).

Un total de 126 ratas hembra se distribuyeron al
azar en 9 grupos de 14 animales cada uno, como sigue: 1)
control Intacto; 2) control Ovariectomizados (OVX); 3) OVX
+ Acolbifeno (2.5 mg/kg); 4) OVX + Premarin (0.5 mg/kg);
5) OVX + Premarin + Acolbifeno; 6) OVX + DHEA (80 mg/kg);
7) OVX + DHEA + Acolbifeno; 8) OVX + DHEA + Premarin; 9)
OVX + DHEA + Acolbifeno + Premarin. En el primer dia del
estudio, los animales de todos los grupos (excepto grupo
uno) fueron bilateralmente ovariectomizados (OVX) bajo
anestesia inducida por isoflurano, Premarin y Acolbifeno

fueron administrados por sonda (0.5 ml/rata) como

006100




10

15

20

suspensiones en 0.4% metilcelulosa mientras due se
aplicé tépicamente DHEA en 50% etanol-50% propilenglicol
(0.5 ml/rata), en una Aarea afeitada de 2 x 2 centimetros
de la piel dorsal. La seleccién de 1la dosificacién para
Premarin corresponde a la dosis minima suficiente para
invertir la atrofia uterina inducida por OVX, mientras se
administrdé Acolbifeno a una dosis suficiente para causar
la atrofia uterina similar a OVX después de su
administracién a los animales de OVX tratados con
Premarin. La dosis de DHEA wutilizada dio los niveles
sanguineos de DHEA a 70-100 nmoles/L. Se comenzaron los
tratamientos en el dia 2 del estudio y los compuestos se
administraron diario wuna vez durante 36 semanas. Los
animales de los grupos de control intacto y OVX recibieron
exclusivamente el vehiculo.

Veinticuatro horas después de la ultima
dosificacién, los animales ayunados durante la noche
fueron sacrificados bajo anestesia de isoflurano por el
desangramiento en la aorta abdominal (9 animales por
grupo) o por perfusién intracardiaca con 10% de formalina
regulada con pH neutro (5 animales por grupo). Se
recolectaron las vaginas de los animales no perfusionados
y se pesaron, mientras las vaginas recolectadas de los

animales perfusionados eran marcado con tinta negra en el
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lado ventral, y entonces se pelaron como se describe

abajo.

Procedimientos histoldgicos

La vagina entera de cada animal perfusionado se
post-fijé en 10% de formalina regulada con pH neutro. Cada
vagina se dividid entonces en siete segmentos
transversales iguales, tal como se ilustra en la figura
1, rutinariamente se procesaron e integraron juntas en el
mismo bloque de parafina. Dentro del bloque de parafina,
los siete segmentos cilindricos vaginales se posicionaron
en una sucesién que corresponde a su posicidén anatdmica
original y perpendicularmente orientadas a la superficie
del Dbloque, permitiendo cortar asi los segmentos en
seccién transversal. Para cada animal, se cortd una
seccién de parafina de 4 um de espesor y se tifAd con

hematoxilin-eosina para el examen morfoldgico.

Histomorfometria

Se realizaron medidas de las diferentes capas
vaginales en el quinto segmento (figura 1) que es
aproximadamente a la mitad entre la regién media y el
portio vaginalis uteri (porcidén uUtero vaginal) (segmento
7). Este quinto segmento fue encontrado para desplegar una

superficie epitelial representativa Y un espesor
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suficiente de misculo liso. Se capturaron imagenes con una
camara de color DC-330 3CCD (Dage-MTI, Ciudad de Michigan,
IN, EUA) y se cuantificaron utilizando Image-Pro software
3.0 (Media Cibernetics, Silver Spring, MD, EUA). Asi,
utilizando un lente x5 (Leica Microsystems, Willowdale,
Ontario, Canadd), se obtuvieron medidas de 3 a 4 de
espesor por capa de las &reas representativas del epitelio
y muscularis, y para las tres capas vaginales juntas. Se
midieron entonces el espesor vaginal total, el espesor del
epitelio y el espesor del muscularis. Se obtuvo el espesor
de la lamina propria substrayendo el espesor del epitelio

y muscularis del espesor vaginal total.

Immunohistogquimica

Se desarrolldé el inmunotefiido utilizando egquipos
(kits) de Zymed SP (San Francisco, CA). Las secciones de
parafina (4 um) se desparafinizaron en tolueno y se
rehidrataron a través de etanol. La actividad de
peroxidasa enddgena se elimindé por preincubacidédn con 3%
H,0, en metanol durante 30 min. Se aplicdé una técnica de
recuperacién de microondas que utiliza regulador de
citrato (Tacha y Chen, 1994). Después de enfriar las
diapositivas, se bloqued la no unién especifica utilizando
suero de cabra al 10% durante 20 min. Se incubaron las

secciones entonces durante 1.5 h a la temperatura
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ambiental con Era (AB-1, Calbiochem, California), AR (N-
20, Santa Cruz Biotechnology, California) o PR (Ab-4,
NeoMarkers, California) anticuerpos, a 1:200, 1:250 vy
1:250 respectivamente. Se incubaron las secciones con
anticuerpo secundario anti-ratén biotinilado durante 10
min después de lavar en el regulador de PBS, y después de
esto con estreptavidin-peroxidasa durante otros 10 min. Se
utilizé diaminobencidina como el crombdgeno para visualizar
el compleijo biotin/estreptavidin-peroxidasa, bajo
supervisién del microscopio. Se realizd un contratefiido
utilizando hematoxilina de Gill #2 por 30 seg. Para los
controles, se realizé inmunoabsorcidén con un exceso del
péptido utilizado para elevar el anticuerpo, o
substitucién con IgG de conejo no inmune. La evaluacidn
semicuantitativa del numero e intensidad de nucleos

inmunotefiidos se realizé como se indica en la Tabla 2.

TABLA 1

Evaluacién histoldgica del epitelio, lamina propria y

muscularis en los siete segmentos vaginales de la rata

Grupo Par | Segm | Segm | Segm | Segm | Segm | Segm | Segm
ede | ento | ento | ento | ento | ento | ento | ento
s 1 2 3 4 5 6 7
vag
ina
les
Int | Estru E KS KS KS KS KS KS KS
act S L T-L t-L t-L t-M M-M M-M M-M
o] M S s t M T T T
Proge E KS MSM- MSM MSM MSM- | MSM- MSM
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LHM-
SCM
M-M

E= Morfologia del epitelio: KS (escamoso estratificado keratinizado), LHM
{grandes células mucosas hipertrofiadas),

SCM  (pequerias células mucosas cuboidales o columnares alineadas), MSM
(escamoso estratificado mixto recubierto por células mucosas),

A (atrofia: pequenas células cuboidales).

Dos abreviaciones diferentes para un segmento dado indican dos patrones
diferentes y que el primerc es predominante.
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'L = espesor de lamina propria: T (gruesa), MT {(ligeramente gruesa), t
(delgada) : ‘Tamafo reducido (compacidad) de las fibras de coldgeno: H (alta),

M (moderada), L (baja):

M = espesor del muscularis: el T (espeso), MT (ligeramente espeso}, t
(delgado), s (escaso}.
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Evaluacién semicuantitativa del numero e intensidad de

TABLA 2

nucleos inmunotefiidos para AR, alfa de ER y PR en el

epitelio,

lamina propria y muscularis en el guinto

Receptor de AR ER* PR
esteroides
sexuales
Capa vaginal E L M E L M E L M
Grupo
Int | Referenc 2 2 1 1 1 3 2 3 3
act ia ++ +++ + + + + +++ | +++ | +++
o) estrus
de ER
alto y
PR bajo
Referenc 3 3 3 3 1 1 0 2 2
ia ++4+ | A+ | A | A+ ]+t + ++ ++
diestrus
de ER*
alto vy
PR bajo
Control 1 1 1 2 1 1 0 0 0
+ R I o N S o S (o
Acolbife 2 1 1 0 0 0 0 0 0
no ++ | +++ | +++
Premarin 2 2 1 2 3 3 2 2 3
++ | +++ + ++ ++ ++ o B = S B
Premarin 2 1 1 0 0 0 0 0 0
+ ++ + +
Acolbife
no
OVX DHEA 3 3 3 2 2 3 0 0 1
R S I S B S SR N o S N - S ++
DHEA + 3 3 3 0 0 0 0 0 0
Acolbife | +++ | +++ | +++
no
DHEA + 2 3 3 2 2 3 2 2 3
Premarin | +++ | +++ | +++ + R IR R
DHEA + 3 3 3 0 0 0 0 0 0
Preamari | +++ | +++ | +++
n +
Acolbife
no
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-~ El receptor andrbdgeno (AR), alfa receptor estrbégeno (Ero), receptor de
progesterona, (PR), epitelio (E), lamina propria (L), muscularis (M).

- Los numeros representan la evaluacidén semi-cuantitativa de 1los ntGcleos
etiquetados: O=ninguno, l=bajo, 2=moderado, 3=alto

- La intensidad de etiquetado se indica como bajo: +, moderado: ++ y alto: +++

Andlisis estadistico

Los Datos se presentan como media * SEM de 8-9
animales por grupo para peso vaginal o 5 animales por
grupo para las determinaciones de espesor de la capa
vaginal. La importancia estadistica se determiné segun la
prueba del rango miltiple de Duncan-Kramer (Kramer, 1956,

Biometrics, 12: 307-310).

RESULTADOS

Morfologia y espesor de las diferentes capas de la vagina

de la rata

Para examinar con precisién y detallar las tres
capas de la pared vaginal de la rata, a saber, el
epitelio, lamina propria y muscularis, se examinaron
primero siete segmentos se obtuvieron a lo largo del eje
longitudinal (figura 1). Mientras se observaron las
diferencias morfoldgicas importantes entre los grupos, en
general, que las diferencias fueron uniformes en todos los

animales del mismo grupo y segmentos 2, 3, 4, 5, 6 y 7 han
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mostrado a una morfologia epitelial similar. Se
mencionaradn las pocas excepciones observadas después. El
segmento 5 fue utilizado para ilustrar el efecto de los

varios tratamientos en el epitelio vaginal.

En el grupo OVX, la ausencia de estimulo ovarico
llevé a una atrofia del epitelio vaginal que caracterizd
todos los segmentos (Tabla y figura 2c) con la presencia,
de algunas &reas de la célula mucosas pequefias. De manera
importante un hallazgo frecuente era una inflamacidén de
moderada a severa con muchos focos de microabsceso
intraepitelial (&reas pequefias de leucocitos aglomerados
dentro del epitelio). Estos cambios frecuentemente se
acompafiaron por 1la erosidén focal (zonas donde la capa
epitelial desaparece parcialmente) y ulceraciédn
(desaparicidén completa de la capa epitelial) (Figura 3).

En animales OVX tratados con Acolbifeno, el
segmento 1 mostrd un epitelio escamoso queratinizado
estratificado similar a al del grupo intacto, sdélo que
incluyé 9-11 capas celulares comparadas a las 10-15 capas
encontradas en los animales al estrus o¢ cuando los
animales de OVX recibieron Premarin (figura 4). El espesor
epitelial de animales tratados con Acolbifeno en el
segmento 1, fue entonces més alto que el de ratas OVX que
comprendieron sblo 4-6 capas celulares. En los otros

segmentos (Takla 1), la capa basal se cubridé por una capa

gogina
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de células mucosas columnares bajas (figura 2D), qué se
desarrolld més que en los animales OVX. En el grupo OVX +
Acolbifeno, sélo tres de cinco animales mostraron sefias de
inflamacién minima mientras que cambios inflamatorics de
moderados a severos fueron los hallazgos generales en

todos los animales de OVX.

En todos los grupos, el segmento 1 mostrd un
epitelio escamoso estratificado comparable, excepto en los
animales del grupo OVX donde la atrofia era una
caracteristica predominante (figura 4). Es mads, en 1los
grupos OVX + DHEA y OVX + DHEA + Acolbifeno, células
mucosas frecuentemente acompafiadas del epitelio escamoso

estratificado dominante del segmento 1 (no mostrado).

Los siete segmentos del epitelio vaginal de
animales OVX que recibieron DHEA estaban compuestos de
grandes células mucosas columnares de capas multiples con
vacuolas citopléasmicas distendidas, un rasgo tipico de un
efecto androgénico (Tabla 1, figura 2G) . Varias
invaginaciones grandes caracterizaron el epitelio después
del tratamiento con DHEA. Una morfologia epitelial similar
se encontrd en todos los segmentos de control OVX + DHEA +
Acolbifeno, sdélo que el tamafio de las células mucosas y el
niumero de sus capas fue disminuido (Tabla 1, figura 2H).

En los animales tratados con DHEA + PREMARIN-, se observd
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un epitelio estratificado grueso de un" tipo mixto"
compuesto de proporciones diferentes de epitelio escamoso
cubiertas por las capas de células mnucosas (Tabla 1,
figura 21) del segundo al quinto segmento, mientras
5 revelaba efectos androgénicos y estrogénicos combinados.
En este grupo, tres animales desplegaron mucificacidén
sobre los segmentos antedichos, mientras en los otros dos
animales, se observd un epitelio escamoso estratificado en
todos los segmentos {Tabla 1). Cuando PREMARIN se combind
10 con DHEA y Acolbifeno, el epitelio era similaral del grupo
DHEA + Acolbifeno, indicando asi un bloqueo de
proliferacidén celular escamosa estrdgeno-inducida por

Acolbifeno (Tabla 1 e Figura 2J).

La administracidén de DHEA a los animales OVX

15 aumenté el espesor del epitelio wvaginal a 38 £ 4up m,
mientras la adicién de Acolbifeno a la DHEA no cambid el
espesor epitelial que permanecia a 37 * 5pm. Cuando
Premarin y DHEA se coadministraron a los animales OVX, se
observdé un espesor alto de 84 * 6um, un valor no

- 20 significativamente diferente del grupo de animales que
recibieron Premarin exclusivamente. Finalmente, la
combinacién de Premarin, DHEA y Acolbifeno producian un
epitelio de 32 £ 3um de espesor, un valor similar al de

los grupos que recibieron DHEA solo o DHEA combinada con

25 Acolbifeno.
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Lamina propria

El grado de tamafo reducido (compacidad) de las
fibras de coldgeno en la vagina se categorizd como bajo,
moderado y alto (figura 6), como se observa en el Aarea
proximal al  epitelio. Tamafio reducido o campacidad
«Bajo/a» y «moderado/a» se asocid aproximadamente con la
presencia de fibras de coladgeno gruesas o agregadas menos
aproximadamente y juntas, respectivamente; mientras «alta
compacidad» era el término utilizado para describir las
fibras de <coldgeno finas Therméticamente condensadas,
desplegando una apariencia lisa y texturizadas. En todocs
los animales, habia relativamente pocos fibrocitos a
medida de la cantidad de colageno, Y parecian

predominantemente aplanados y encogidos.

El examen cuidadoso de cada animal (Tabla 1)
revela que, en general, la compacidad de 1las fibras de
colageno en el segmento 1 es moderada (excepto: bajo en
las ratas al estrus y en los animales OVX tratados con
Premarin, o alto en OVX y ratas OVX tratadas con DHEA,
aumentando asi la compacidad en los segmentos 2 y 3 para
alcanzar una meseta que generalmente permanece constante
hasta el segmento 7. Asi, a lo largo del eje longitudinal
de la wvagina en las ratas intactas al estrus, la

compacidad de las fibras de colégeno era baja en los
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segmentos 1 a 3 y moderada en los segmentos 4 a 7. La
atrofia a menudo estaba asociada con la compacidad
aumentada de fibras de colédgeno en los grupos OVX y OVX +
Acolbifenc (Tabla 1). En los animales OVX Tratados con
Premarin, la compacidad en el segmento 1 era baja vy
moderada en los segmentos 2 y 3, mientras en los otros
segmentos, la compacidad de las fibras de coldgeno aumentd

para elevarse en los segmentos 6 y 7 gradualmente.

El examen de microscopic de 1luz visual del
espesor de lamina propria a lo largo de la vagina
generalmente reveld que era ligeramente grueso en el
segmento 1 mientras més delgado en los segmentos 2 a 4. En
los segmentos 5 a 7, el espesor aumentd progresivamente a
un nivel similar en el segmento 1. Los valores medios
correspondientes de espesor de lamina propria medidos en
el segmento 5 (Figura 5B) indican que OVX condujo a una
disminucién significantiva en el espesor de lamina propria
(76 + 2pm contra 135 + 28um en el grupo intacto) con una
disminucién no significativa inducida por Acolbifeno (60 %
8 pm). El aumento observado después de la administracién
de Premarin o Premarin + Acolbifeno en animales OVX
permanecié debajo del grupo intacto (100 * 9pm y 90 + 3um,
respectivamente contra 135 * 28pm). La administracidén de
DHEA también condujo a un aumento estadisticamente no

significativo en el espesor de la lamina propria (96 = 20n
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m), y la suma de Acolbifeno condujo a un espesor aumentado
extenso (136 + 17um), alcanzando lo de 1los animales
intactos. El tratamiento de animales de OVX con Premarin +
DHEA aumentdé el espesor significativamente, (144 + 1l4um)
comparado exclusivamente con DHEA. Finalmente, los
animales tratados <con Premarin + DHEA + Acolbifeno
mostraron un espesor (99 * 9um) similar al del grupo
tratado con DHEA solamente, y mas bajo que el del grupo

Premarin + DHEA, aunque la diferencia no era

estadisticamente significativa.

DHEA indujo un aumento moderado en el espesor del
muscularis (50 * 2 um) que se disminuyd ligeramente por la

adicidén de Acolbifeno (41 = 3 um). Finalmente, el
tratamiento con Premarin vy DHEA combinado dio como
resultado wun aumento en grosor notable (62 % 3? m),
comparado con animales tratados exclusivamente con DHEA.
Cuando se agregd Acolbifeno a Premarin y DHEA, el espesor
del muscularis disminuyd (46 * 5 ug) a un valor comparable

a DHEA y Acolbifeno.

Cuando se mididé el espesor total de la pared
vaginal (figura 5D), no se incluydé la capa delgada
exterior de teijido conectivo que componia la adventitia.

OVX condujo a una atrofia de la pared vaginal ({(51%) (128 *
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3pm, contra 262 * 39%9um en el intacto) vy la adisién de
Acolbifeno no tuvo efecto (108 + 8um) (figura 7A, B y C).
El tratamiento con Premarin mantuvo el espesor total a un
valor (253 + 10pm) similar al de los animales intactos
5 mientras la adisidén de Acolbifeno a Premarin invirtid el
efecto de Premarin (150 £+ 4ym) (figura 71D y E,
respectivamente). El espesor vaginal total logrado por el
tratamiento de DHEA (184 + 21pm) fue aproximadamente 25%
menor gue el del grupo tratado solamente con Premarin
10 (figura 7F). Por otro lado, la adisién de Acolbifeno a
DHEA condujo a un incremento de espesor no significativo
(213 * 20um) que se volvid no significativamente diferente
del grupo intacto (figura 7G) . Finalmente, la
coadministracién de Premarin y DHEA a los animales OVX
15 incrementaron marcadamente el espesor notablemente (290 =

13um) a un valor similar al de los animales intactos

(figura 7H). La adisidén de Acolbifeno a DHEA y Premarin

invirtieron el efecto a un wvalor (176 £ 1lum) no

significativamente diferente de DHEA solamente (figura
20 71).

Peso vaginal

Después ocho meses de tratamiento, los cambios
observados en el peso vaginal entre los diferentes grupos

(figura 8) generalmente siguen las observaciones
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morfoldégicas anteriormente descritas. De hecho, el peso

vaginal después de OVX disminuyé alrededor del 50% (101 =
5 mg) comparado con el grupo intacto (205 + 11 mg)
mientras el tratamiento de animales con Acolbifeno no tuvo
efecto en el peso vaginal. Por otro lado, la
administracién de Premarin condujo a un incremento en el
peso vaginal gque no alcanzdé el valor de los animales
intactos (170 +* 98 mg) mientras que la adisién de
Acolbifeno a Premarin invirtidé la ganancia en peso
inducida por estrdégeno a un valor similar al de los
animales OVX (96 * 4 mg). Por el contrario, cuando se
administré DHEA a los animales OVX, el peso vaginal
incrementdé un valor (171 + 12 mg), similar al del grupo
tratado con Premarin, vy la combinacién de Acolbifeno vy
DHEA resultd en una disminucidn en peso (135 = 9 mg) que
se mantuvo por encima del grupo OVX. Finalmente, la
coadministration de Premarin vy DHEA en animales OVX
resulté en una ganancia de peso vaginal (179 * 10 mg)
alcanzando un valor similar a aquéllos de los grupos OVX +
DHEA y OVX + Premarin. La adisién de Acolbifeno a esta

combinacién no tuvo efecto significativo 194 = 12 mg).

El tratamiento de DHEA de animales OVX condujo al
considerable etiquetado o AR de muchos ntcleos en las tres
capas vaginales, donde se encontrd el mismo patrdédn cuando

se usaron las combinaciones de DHEA + Acolbifeno y DHEA +
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Premarin, con la excepcidén de un numero menor de nucleos

etiquetados en las capas superficiales del epitelio en el
grupo posterior. La combinacidén de DHEA, Premarin vy
Acolbifeno también resultaron en un fuerte tefiido en la
mayoria de los nucleos en las tres capas de la pared

vaginales.
DISCUSION

La sequedad vaginal o vaginitis atréfica, también
referido como atrofia urogenital, con disfuncién sexual es
un problema comin es las mujeres post-menopdusicas
(Notelovitz, 2000, Menupause, 7(3): 140 - 142). Los
sintomas mads son sequedad, quemazdn, prurito, irritacién y
dispareunia, conduciendo asi a la disminucidén la libido vy
la calidad de vida (Berman et al., 1999, Curr Opin Urol,
9(6): 563-568). Como se sabe que hay una pérdida de
estrégeno  involucrada, la terapia de reemplazo de
estrégeno (ERT) y HRT son los tratamientos de eleccién.
Sin embargo, como hay nueva informacidén sobre la
fisiologia de esteroides sexuales en las mujeres, y que
sugieren considerablemente un papel importante de
andrégenos (la Labrie et al., 2003, end Rev, 24(2): 152-
182), el presente estudio compara los efectos hormcnales
generales de una alternativa a HRT o ERT, a saber DHEA,

soclo o en asociacidén con el Acolbifeno antiestrdgeno puro
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y también con Premarin en morfologia vaginal de las ratas
y en la expression del receptor esteroide sexual. DHEA fue
administrado percutdneamente para evitar primer paso al
higado (la Labrie et al., 1996, Endocrinol, 150: S107 -

5118).

Finalmente, nuestros resultados han mostrado un
incremento significante en peso vaginal con el tratamiento
de Premarin, comparado con los animales 0OVX, el wvalor es
similar al observado en el grupo tratado con DHEA. Es
apropiado recordar que, aunque el peso vaginal y uterino
incrementa en 1los roedores y se utilize comunmente como
medidas de estrogénicidad, estos o6rganos también pueden
responder a la progesterona y testostercona, entre otros
compuestos (Emmens and Martin, 1964, Dorfman Ed, Ed

Academic Press NY: 1).

En la combinacidén triple potencial, el estrdgeno
equino Premarin estd destinado a actuar en el cerebro para
aliviar los sintomas vasomotores. De hecho, los beneficios
de la co-administracién del Acolbifeno antiestrégeno
selectivo puro con un estrdégeno para neutralizar los
efectos periféricos no deseados del estrdgeno, se han
descrito en Labrie et al. (Labrie et al., 2003,
Endocrinol, 144 (11): 4700-4706). En el presente estudio,

cuando se dio Acolbifeno a animales OVX, 1la funcidn
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morfoldégica més tipica inducida por el SERM fue la
apariencia de una capa superficial de pequefias células
mucosas bien alineadas revistiendo una capa celular basal,
un patrdén que era ligeramente mas pronunciado en el grupo
Premarin + Acolbifeno y gque se mantuvo preponderante en
todos los grupos tratados con Acolbifenc, incluyendo
cuando el SERM se agregd a DHEA. La mucificacidén del
epitelio vaginal bajo tratamiento con un antiestrdgeno ha
sido reportada en ratas inmaduras (Anderson and Kang,
1975, Am J Anat., 144(2): 197-207) ratas adultas (Yoshida
et al., 1998, Cancer Lett, 134(1): 43-51). Aunque este
patrén morfoldégico ha sido comparado a la mucificacidn
inducida por progesterona (Anderson and Kang, 1975, Am J.
Anat, 144(2): 197-207), el mecanismo molecular por medio
del cual un antiestrégeno induce mucificacién epitelial,

se mantiene desconocido.

Muchos efectos benéficos han sido reportados en
mujeres post-menopdusicas (Labrie et al., 1997, J. Clin.
Endocrinol. Metab., 82: 3498-3505; Labrie et al., 1991,
Mol Cell Endocrinol, .78: (€113-Cl18). Como no se ha
caracterizado ningun receptor especifico para DHEA, los
cambios morfoldgicos observados en la vagina de la rata
después del tratamiento de DHEA reflejan su conversién
intracrina en esteroides sexuales activos con accidén

androgénica y/o estrogénica a través de mecanismos
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intracrino (Labrie et al., 1991, Mol Cell Endocrinol, 78:
C113-C118). Esos cambios comprenden una mnmucificacidn
intensa epitelial, alta compactacidén de fibras de colageno
de lamina propria finamente tejidas vy delicadas y un
incremento de espesor moderado en muscularis comparado con
los animales OVX. Los dos primerc cambios morfoldgicos son
tipicos de efectos androgénicos mientras que el tercero
muestra una actividad similar al estrdégeno, es mas allé
soportado por un aumento concomitante en la expresidn de

receptor de progesterona en la capa muscularis.

Como DHEA es transformado en cualquiera o ambos
andrdégenos y estrdégenos en los tejidos periféricos, el
epitelio grueso mucificado de capas mlltiples después de
tratamiento de animales OVX con DHEA, sugiere un efecto
androgénico predominante de mucificacidén en la vagina de
la rata, un efecto gque podria enmascarar cualquier efecto
estrogénico menor coexistente potencial a nivel epitelial.
Un estudio previo ha mostrado el mismo efecto de
mucificacién en la vagina de la rata (Sourla et al., 1998,
J Esteroid Biochem. Mol. Biol., 66(3): 137 - 149); en ese
estudio previo, la aplicacidén intravaginal de DHEA logrd
un efecto significante a una dosis diez veces menor que la
encontrada como activa después de la aplicacién de DHEA en

la piel dorsal.

006120



10

15

20

25

58

Los presentes datos indican acciones coexistentes
mayores androgénicas y menores estrogénicas coexistente de
DHEA en la wvagina de la rata. Ademas, 1los presentes
resultados estadn soportados por la observacién del
epitelio vaginal de animales OVX que recibieron la misma
aplicacién tépica de DHEA que la wutilizada en este
estudio, ademds de una dosis subcutdnea del antiandrégeno
Flutamida (FLU) (resultados inéditos). De hecho, el efecto
androgénico de mucificacidén producida por el componente
androgénico de DHEA se invirtié completamente por FLU vy
resultd en un epitelio escamoso estratificado, tipico de
un efecto estrogénico (no se muestran los datos). Si DHEA
tuviera un efecto androgénico exclusivo {(mucificacidén) en
la vagina de la rata este efecto se invertiria por FLU vy
entonces se observaria un epitelio atrdéfico similar al de
los animales OVX. Estudios previos en ratas macho y hembra
gonadectomizadas han establecido claramente gue el
tratamiento con DHEA conduce a efectos androgénicos y/o
estrogénicos estimuladores en préstata, vesicula seminal y
utero, mientras depende del tejido objetivo bajo
investigacién (Labrie et al., 1988, Endocrinol, 123: 1412-

1417) .

La combinacién de DHEA + Acolbifeno, por otro
lado, muestra una reduccidén en el grado de mucificacidn

epitelial, desplegando de esa forma la forma en que se
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alterna una capa celular mucosa bien alineada - un efecto
de Acolbifeno - e invaginaciocnes de células mucosas

hipertrofiadas de capas mlltiples, que corresponden al
efecto androgénico de DHEA. Por consiguiente, el
Acolbifeno inhibe el efecto estrogénico parcial de DHEA,
mientras que la contraparte androgénica principal de DHEA
se mantiene, y se agrega un pequefic efecto similar al
estrbégeno de Acolbifeno, éste Ultimo se aprecia mejor a
nivel ostium. La disminucidén de peso vaginal observada
después de la adhisién de Acolbifeno a DHEA es menor que
la obtenida después de la adisién Acolbifeno a Premarin,
ilustrando el mejor componente estrogénico de DHEA gue se
invierte por el antiestrégeno, mientras que el componente
androgénico principal no es afectado. Ademés, los
incrementos en el espesor de lIamina propria y en la
compacidad de las fibras de colageno, cuando se compara
con aquellas de animales OVX y los animales intactos, en
el grupo de DHEA + Acolbifeno, sugiere de nuevo, un papel
potencial de andrdégenos en la compacidad y espesor de
coldgeno incrementado, ya que el componente estrogénico de

DHEA es bloqueado por Acolbifeno.

Otros estudios han demostrado que la accidén de
DHEA en la glandula mamaria de la rata (Sourla et al.,
1998, Endocrincl, 139: 753-764), glandulas sebaceas de la

piel (Sourla et al., 2000, J Endocrinol, 166(2): 455 -~
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462) vy densidad mineral oésea (Martel et al., 1998, J
Endocrinol, 157: 433-442) es casi exclusivamente
androgénica. No obstante, la presencia de wuna acciébn

estrogénica de DHEA en la vagina de la rata se ha
demostrado previamente a través de la induccidén de la
abertura vaginal y la ovulacidn precoz en ratas inmaduras
tratadas con este compuesto, mientras que DHT, un
andrégeno no el aromatizable a estrdgenos, no produjo
dichos efectos (Knudsen and Mahesh, 1975, Endocrinol,
97(2): 458-468). La capacidad del tejido vaginal de 1la
rata para aromatizar los andrdégenos, especlalmente Testo,
responde en su mayor parte mayor al efecto estrogénico de
DHEA en este 6rganc (Lephart et al, 1989, Biol Reprod,
40(2): 259-267). Androst-5-ene-3p, 17P- diol (5-diol), un
metabolito de DHEA conocido porque se une al receptor
estrdgeno (Shao et al., 1950, Biol J - Chem, 250: 3095-
3100; Poortman et al., 1975, J Clin Endocrinol Metab,
40(3): 373-379; Van Doorn et al., 1981, Endocrinol, 108:
1587 - 1594; Adams et al., 1981, Cancer Res, 41: 4720-
4726), también puedieron contribuir al efecto estrogénico
(Poulin and Labrie, 1986, Cancer Res, 46: 4933-4937). La
combinacién propuesta del Acolbifeno antiestrégeno con
DHEA prevendrian entonces cualquier efecto simulador no
deseado de 5-diol. Por otro lado, el Acolbifenc mostraria

beneficios adicionales evitando pérdida de hueso (Martel
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et al., 2000, J. Steroid Biochem Mol Biol, 74 (1-2): 45-

56) .

Segin el mejor conocimiento adquirido, ninguin

estudio previo ha mostrado los efectos estimuladores de

5 DHEA en la compacidad y morfologia de 1las fibras de
coldgeno de lamina propria y a un menor grado, en el
muscularis. Dichas acciones de andrdgenos y estrbégenos
derivados de DHEA podrian tener efectos beneficiosos en la
funcidén vaginal en mujeres post-menopdausicas y deberian

10 proveer los substratos requeridos para la accidén de
inhibidores de fosfodiesterasa de tipo 5, como sildenafil

o tadalafil, posiblemente mediante facilitacién mediada

por (eNOS) de o6éxido sintasa mitrica endotelial inducida

por estrbgeno de relajacidén del misculo liso vaginal

15 (revisado en Munarriz et al., 2003, J Urol, 170 (2 Pt 2):
540-S44, Discusidn S44-S45). De hecho, se ha encontrado

que el Acolbifeno induce eNOS en células endoteliales
humanas y en rata (Simoncini et al., 2002, Endocrinol,

143(6): 2052-2061).

20 Los resultados obtenidos en todos los grupos que
involucraron el tratamiento con DHEA revelaron que la
expresién de AR es sobre regulada por los andrégenos

andrégenos derivados de la transformacién intracrina de

000124



DHEA en la vagina de la rata, de manera similar en 1los

tres compartimientos del tejido.

Los cambios morfoldgicos benéficos, observados
concomitantemente con la fuerte modulacién de AR vaginal
de rata por andrdégenos, sugieren gque niveles de suero
reducidos de andrégenos derivados de DHEA mujeres post-
menopausicas podrian contribuir a la salud wvaginal
disminuida y eventualmente la pérdida de libido y gozo
sexual observada en este grupo etario. El suero disminuido
total Testo libre y DHEA-S se encontraron de hecho en
mujeres que consultaron su deseo sexual disminuido (Guay
and Jacobson, 2002, J Sex Marital Ther, 28 Suppl 1: 129-

142) .

En el presente estudio se ha demostrado que el
tratamiento en ratas hembra OVX con DHEA o la combinacién
de DHEA con Acolbifeno, y de DHEA con Acolbifeno vy
Premarin invirtieron los cambios atréficos inducidos por
OVX encontrados en la vagina a través de un efecto
androgénico predominante, via AR que se reflejdé por la
intensa mucificacidédn epitelial y la compacidad aumentada
de las fibras de coldgeno en lamina propria. El
tratamiento con DHEA solo tambiénmoderadamente aumentd el
espesor de muscularis. Tales datos subrayan la importancia

de esteroides sexuales sintetizados localmente de DHEA vy
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DHEA-S en tejidos objetivo periféricos. Ademés de estos

efectos benéficos, Acolbifeno redujo 1la incidencia de
inflamacidén, posiblemente a través de una induccidén en
forma de estrdégeno de un epitelio escamoso keratinizado
protector a nivel del ostium y un efecto antiestrogénico

de mucificacidén a nivel interior.

Se han hecho varios intentos por resolver el
problema de sequedad vaginal, a menudo vinculados con la
dispareunia y la pérdida de goce sexual. Como un ejemplo,
se prescriben a menudo las preparaciones del estrdgeno
vaginales locales para ©proporcionar alivio pero el
endometrio puede estimularse por el estrdgeno no opuesto
(Mattson et al., 1989, Maturitas, 11: 217-222). En mujeres
post-menopédusicas histerectomizadas, ERT todavia se usa
pero con el riesgo incrementado muy conocido @ de
desarrollax céncer de mama. Es més, ERT disminuye los
niveles de andrégeno de suero aumentando la hormona sexual
que se une a globulina que puede inducir una deficiencia
de andrdégeno adrenal y ovarica creando asi wuna razén
adicional para el reemplazo de andrégeno fisioldgico
coexistente (Casson et al., 1997, Obstet Gynecol, 90(6):

995-998) .
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EJEMPLO 2

METODOS

Animales y tratamiento

Se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley de diez
a doce semanas de edad (Cr:CD(SD)Br) {Charles River
Laboratory, St-Constant, Canadéd} pesando 215-265 g al
momento de su ovariectomia. Los animales se alojaron
individualmente en un cuarto controlado ambientalmente
(temperatura: 22 * 3°C; humedad: 50 + 20%; ciclos de 12-h
luz -12-h oscuro, encendiendo luces a las 07:15h). Se les
permitieron a los animales el acceso libre al agua del
grifo y un alimento para roedores certificado (Lab Diet
5002 (pellas), Ralston Purina, St-Louis, MO) . El
experimento se condujo en instalaciones para animales
aprobadas por el Consejo Canadiense para el Cuidado de los
Animales (CCAC) vy la Asociacidén para la Valoracidén vy
Acreditamiento de Cuidado de Animal de Laboratorio
(AAALAC) de acuerdo con la Guia de CCAC para el Cuidado y

Uso de Animales Experimentales.

Se realizaron diferentes experimentos: dos
estudios de 20-dias y dos estudios de 8 meses. En cada uno
de los dos primeros experimentos, los animales se

distribuyeron al azar entre 3 grupos de 13 o 14 animales
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como sigue: 1) control Intacto; 2) control
Ovariectomizados (OVX) ; 3) OVX + raloxifeno (0.5 mg/kg),
3) OVX + LY 363381 (0.5 mg/kg). En un estudio de 8 meses,
los animales se distribuyeron al azar entre 5 grupos de 7-
8 animales como sigue: 1) control Intacto; 2) control
Ovariectomizados (OVX) ; 3) OVX + Acolbifeno (0.5 mg/kg);
4) OVX + ERA-923 (0.5 mg/kg); 5) OVX + TSE-424 (0.5
mg/kg). En el otro estudio de 8 meses, los animales se
distribuyeron al azar entre 3 grupos de 10-11 animales
como sigue: 1) control Intacto; 2) Ovariectomizados {OVX)
control; 3) OVX + el lasofoxifeno (0.5 mg/kg). En el
primer dia del estudio, los animales de los grupos
apropiados eran bilateralmente ovariectomizados (OVX) bajo
la anestesia de isoflurano. Los compuestos probados se
dieron entonces una vez diariamente por sonda oral como
una suspensién en 0.4% metilcelulosa (0.5 ml /rata) de dia

1 a dia 20 del estudio o de dia 1 a semana 32 del estudio.

Veinticuatro horas después de la ultima
dosificacién, les animales fueron sacrificados bajo
anestesia de isoflurano por desangramiento. Se
recolectaron las vaginas y se sumergieron inmediatamente
en 10% formalina regulada con pH neutro después de la
reseccién. Las vaginas se cortaron entonces en 7 segmentos
transversales (para Acolbifeno, ERA-8923 y TSE-424) o se

cortaron para probar solamente el segmento transversal
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medio, {raloxifeno, lasofoxifeno o LY 363381). Los
segmentos fueron procesados entonces rutinariamente y se
incrustaron en los Dblogues de parafina. Cuando fue
apropiado, todos los segmentos se posicionaron en el
bloque de parafina en una sucesidén que corresponde a su
posicién anatdémica original y el perpendicularmente
orientade a la superficie del bloque, permitiendo asi
cortar los segmentos en secciones transversales. Para cada
animal, se cortdé una seccidén de parafina de 4um de espesor
y se tifiieron con hematoxilin-eosina para el examen

morfolégico.

En las figuras 10 y 11 se muestra una comparacién
entre diferentes SERMs: morfologia del epitelio vaginal,
en la rata OVX, a una amplificacién 200X. Las fotografias
A a la D muestran la morfologia epitelial del primer
segmento de la vagina ({(ostium). Aunque el epitelio de los
animales OVX es delgado (4-6 capas celulares), atréfico y
no muestra capa granular visible en A, el mismo epitelio
es més grueso en los 3 SERMs (8-11 capas celulares) vy
muestra un compartimiento granular de capas multiples, en
B,C y D. En E a K, se ilustra un segmento situado enmedio
de la vagina. En los animales OVX, el epitelio vaginal es
delgado y atréfico (2-3 capas celulares), en E, mientras
el espesor se aumenta en todos los grupos tratados (F al

K), debido a 1la presencia de una (Acolbifeno, ERA-923 vy
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TSE-424) o muchas capas celulares mucosas (raloxifeno,

lasofoxifeno o LY 363381) recubiriendo la capa celular

basal.

EJEMPLO 3

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley de diez
a doce semanas de edad (Crl:CD® (SD)Br VAF/Plus ™)
(Charles River Laboratory, St-Constant, Canada) pesando
aproximadamente 250-275g al inicio del experimento. Los
animales se aclimataron a las condiciones ambientales

(temperatura: 22 + 30C; humedad: 50 = 20

oo

; ciclos 12-h
luz-12-h oscuridad, luces encendidas a 1ls 07:15h) durante
por lo menos una semana antes de empezar el experimento.
Los animales fueron alojados individualmente y se les
permitidé el acceso libre para tomar agua y alimentos para
roedores (Lab Diet 5002, Ralston Purina, St-Louis, MO). El
experimento se condujo de acuerdo con la Guia CCAC para el
Cuidado y Uso de Animales Experimentales en una
instalacién de animales aprobada por el Consejo canadiense
para el Cuidado de los Animales (CCAC) y 1la Asociacién
para la Valoracién y Acreditamiento del Cuidado de los

Animales de Laboratorio (AAALAC).
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Se distribuyd al azar un total de 25 ratas hembra

en 5 grupos como sigue: 1) Tres de control intacto
ovariectomizadas (OVX); 2) Cuatro OVX + supositorio
placebo; 3) Seis OVX + supositorio de DHEA 0.33 mg; 4)
Seis OVX + supositorio de DHEA 0.66 mg; 5) Seis 0OVX +
supositorio de DHEA 1.00 mg. En el primer dia del estudio,
los animales de todos 1los grupos fueron bilateralmente
ovariectomizados (OVX) bajo anestesia inducida  por
isoflurano. La insercidén en la vagina de un supositorio
empezd en el dia 5 del estudio y se continud una vez
diariamente hasta el dia 18 del estudio, para un total de
14 dias de tratamiento. El supositorio se puso suavemente
en la abertura vaginal y entonces delicadamente se empujd
aproximadamente 2-3 mm dentro de la vagina con la ayuda de
una pequefila varilla de vidrio, lisa, desinfectada en 70%

de alcohol y se secd entre cada animal.

Veinticuatro horas después de la Gltima
dosificacién, los animales fueron sacrificados bajo
anestesia de isoflurano por desangramiento. La vagina
incluso la uretra- y el utero se recolectaron, y entonces
se cortaron como se describe a continuacién. Para el
andlisis adicional, se sometieron a muestreo dos pedazos
de gléandula mamaria, asi como un pedazo cuadrado de

aproximadamente 2 X 2 centimetros de piel dorsal afeitada,
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esta Ultima puesta y delicadamente aplanada en un pedazo

de cartédn.

Preparaciédn de los supositorios

Los supositorios de DHEA fueron preparados usando
base H-15 Whitepsol (Medisca, Montreal, Canada). También
se puede utilizar cualquier otra base lipofilica como base
grasa, aceite végetal hidrogenado, manteca de cocoa,
aceite de cacao theobroma u otras combinaciones de bases
de Whitepsol. Se pesaron las cantidades correctas de DHEA
para dar las concentraciones finales de 0.33 mg a 0.66 mg
o 1.00 mg por supositorio de un volumen final de 50pl * 3
nl. La cantidad correcta de pellas base de supositorio a
pesar para obtener el volumen final requerido, estaba
calculada sobre la base de la densidad antes medida de la
base de supositorio, que era 47.5 mg por 50 pl. La base de
supositoric se puso en un vaso de precipitados pequefo,
derretido en microondas a una potencia de 50%
aproximadamente durante 3 minutos y 30 segundos y luego
transferir sobre una placa de calefacciédn, que fue
ajustada a la menor potencia para mantener la base de
supositorio a una temperatura de 50 * 3 °C. Se agregd
polvo micronizado DHEA (obtenido de Scheweizerhall Inc. a
una pureza de 100%) en la base, todo a la vez, todo la

agrupacién se dejd hundir y humectarse durante 3 minutos
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antes de ser meticulosa y lentamente aplanado y disuelto
con wuna varilla de wvidrio de final lisa de punta
redondeada. Finalmente, se virtié 1la base con DHEA
disuelto (el placebo fue la base sin DHEA), usando una
pipeta de 1000p-Gilson con una punta de pipeta
precalentada, en rejillas de tubos que contienen una serie
de moldes de 50pl. Estos moldes fueron hechos de tubos de
microcentrifuga, cada uno de ellos previamente calibrado
con 50pl de agua y cortados al nivel de la linea demarcada
en la superficie de agua. Después de 30 minutos de
enfriamiento a temperatura ambiente, los supositorios se
puesieron a 4°C durante otros 30 minutos. Finalmente, el
exceso de base fue cortado con una hoja de afeitar y los
supositorios.fueron retirados de sus moldes y almacenados
en botellas de vidrio cerradas a 4 °C hasta el uso. Se
permitidé que llegaran a temperatura ambiente antes de ser

aplicados a los animales.

Procedimientos histolégicos

Los od6rganos fueron sumergidos en formalina
regulado con pH neutro al 10% inmediatamente después de
reseccién. Cada vagina y utero fueron divididos en 8
segmentos transversales iguales \% 4 segmentos
transversales incluyendo dos del cérvix y dos de cada uno,

de las dos trompas proximales y distales, respectivamente.
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Los segmentos fueron entonces procesados rutinariamente e
integrados todos juntos en el mismo bloque de parafina.
Dentro del bloque de parafina, todos los segmentos fueron
colocados en una secuencia correspondiente a su posiciédn
anatdémica original y orientados perpendicular a la
superficie del bloque, permitiendo por lo tanto que 1los
segmentos sean cortados en secciones transversales. Para
cada animal, se cortd una seccidn de parafina de espesor
de 4pm y se tifidé con hematoxilin-eosina para el examen

morfoldgico.

Resultados

Morfolcgia del epitelio

Después del examen de todos los segmentos
vaginales, se descubrié que los segmentos 4 y 6 son
representativos para compararse entre los tratamientos. El
segmento 4 era el mds proximal al ostium que no muestre
las funciones de la piel externa, y no fue afectado o en
menor grado fue afectado por los cambios inflamatorios de
ligeros a moderados, encontrados generalmente en el area
externa de la mucosa vaginal en los animales de control.
El segmento 6 representdé la mucosa vaginal mads profunda vy
estd separado del cerviz (cuello del utero) solamente por

un segmento. En general, el lado ventral de la vagina
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muestra un epitelio méds grueso y mds mucificado cuando se

compara con el costado dorsal.

Intacto

Como se muestra en la figura 13, en estrus, que
estd bajo influencia estrogénico muy importante, el
epitelio vaginal es grueso y keratinizado. Despliega de 12
a 18 capas celulares en 4 segmentos, y de 12 a 15 capas en
el segmento. Contrario al epitelio escamoso estratificado
grueso visto en el ostium, las capas granulares no son
obvias en el epitelio vaginal interno. En metestrus, bajo
influencia hormonal minima, el epitelio vaginal es méas
delgadc. Muestra de 6 a 10 capas celulares en segmento 4 vy

5 a 7 capas en segmento 6.

Ovariectomizados sin contacto

Como se muestra en la figura 14, en el segmento
4, la vagina es cubierta por un epitelio estratificado
escamoso de 2 a 6 capas celulares. El espesor de este
segmento es muy variable entre los animales. En el
segmento 6 se observa atrofia completa, con 2 a 3 capas
celulares de células planas. Se pueden ver algunos focos
infrecuentes de células mucosas cilindricas pequefdas a lo

largo de toda la vagina de estos animales. De los tres
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animales de este grupo, dos demostraron cambios

inflamatorios ligeros en los tres segmentos externos.

Placebo

Como se muestra en la figura 15, en la
comparacidén con el grupo sin tocar OVX, el epitelio
estratificado escamoso vaginal del grupo placebo fue
ligeramente mas grueso, con el segmento 4 que muestra de 4
a 8 capas celulares. Sin embargo, en el segmento 6, se
observdé la misma morfologia descubierta en el grupo sin
tocar OVX, con 2 - 3 capas celulares epiteliales. Como en
los animales sin tocar OVX, se pueden encontrar focos de
células mucosas cilindricas pequefias en toda la vagina,
ligeramente mds cuando se comparan con los animales sin
tocar OVX. De los cuatro animales de este grupo, tres
demostraron cambios inflamatorios leves en los tres

segmentos externos.

Supositorio de 0.33 mg. de DHEA

Como se muestra en la figura 16, en general, a
dosis bajas, el efecto morfoldgico de DHEA se caracteriza
por células mucosas cilindricas bien alienadas mientras
que a dosis mas altas, las células mucosas se alargan
(hipertrofia), se vacuolan y se apilan. En el presente

grupo, el efecto de DHEA es ligeramente discernible en el
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segmento 2 y aumenta gradualmente en los segmentos 3 - 4,
donde hay una alternancia de células mucosas Dbien
alineadas y con hipertrofia. El1 efecto de DHEA reduce
lentamente en los segmentos 5 y 6 donde se puede observar
casl solamente células mucosas bien alineadas. El efecto
se reduce en el segmento 7 y desaparece en los pliegues
vaginales laterales del segmento 8 (que incluye el
principio del cuello del dutero). Por 1lo tanto, en el
segmento 4, el epitelio vaginal es escamoso estratificado
con 3 a 7 capas celulares. Aproximadamente 20 a 60 % del
revestimiento vaginal <consta de células mucosas bien
alineadas en alternancia con 15 a 50 % células mucosas con
hipertrofia, que recubren uno o mas capas de epitelio
estratificado escamoso, y 4&reas sin mucificar. En el
segmento 6, el espesor epitelial se reduce a casi el
espesor encontrado en animales sin tocar OVX. Consiste en
un epitelio estratificado escamcso de 2 a 5 capas
celulares, cubierto por una capa de células mucosas bien
alineadas. Se observd una gran diferencia en la ocurrencia
de células mucosas, estas células cubren del 5 al 75 % de
la superficie vaginal, en alternancia con 4&reas sin
mucificar. De los seis animales tratados, cuatro de ellos
demostraron inflamacién leve, distribuida desigualmente

sobre la vagina completa.
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Supositorio de 0.66 mg. de DHEA

Como se muestra en la figura 17, en este grupo,
el efecto de DHEA es discernible en el segmento 2 vy
aumenta significativamente en los segmentos 3 - 4 y 5
donde se observa una mayoria de células muccsas con
hipertrofia. El numero de células mucosas con hipertrofia
disminuye en los segmentos 6 y 7 donde la mayoria de las
células son células mucosas bien alineadas. Por lo tanto,
en el segmento 4, el epitelio estratificado escamosose
extiende desde la capa celular 3 a 6. Aproximadamente del
5 al 20 % del recubrimiento vaginal consiste de células
mucosas pbien alineadas en alternancia con un 10 a 75 % de
células mucosas con hipertrofia, recubriendo una o méas
capas del epitelio escamoso estratificado. Tampoco esté
presente ningun A&rea epitelial sin mucificar. En el
segmento 6, se reduce el espesor epitelial y consiste de
un epitelio estratificado escamoso de 2 a 4 capas
celulares, superado por una capa de células mucosas bien
alineadas. La cantidad de &reas mucificadas varia de 20 a
80 % de la superficie vaginal, en alternancia con &reas no
nucificadas. De los seis animales tratados, dos
demostrarcon inflamacién leve en los tres segmentos

externos.
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Supositorio de 1.00 mg. de DHEA

Como se muestra en la figura 18, en este grupo,
el efecto de DHEA es también discernible en el segmento 2,
pero incrementa significativamente en los segmentos 3 - 4
y 5 donde se observa vasta mayoria de células mucosas con
hipertrofia, y se reduce muy lentamente en los segmentos 6
- 7 y 8, donde se observa vasta mayoria de células mucosas
bien alineadas. Por lo tanto, en el segmento 4, el
epitelio estratificado escamoso demuestra 3 a 9 capas
celulares. Células mucosas con hipertrofia recubren 3 a 4
capas celulares de escamoso cubren del 50 al 70 % de la
superficie vaginal mientras que las células mucosasbien
alineadas cubren del 5 al 30 % de la superficie wvaginal.
No estd intercalada ningun A&rea mucificada entre las
células mucificadas. En el segmento 6, el espesor
epitelial también se reduce y consiste de 2 a 4 capas
celulares. Células mucosas con hipertrofia que recubren de
1 a 3 capas celulares escamosas cubren aproximadamente del
30 al 100 % de 1la superficie vaginal de mientras las
células mucosas bien alineadas cubren del 0 al 70 %.
También se observan pocas areas nucificadas intercaladas.
De los seis animales tratados, cuatro de ellos demostraron

inflamacidén leve en los cuatro segmentos externos.
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Conclusiones

l1.- El1 wvehiculo utilizado para el tratamiento

intravaginal de ratas tiene caracteristicas deseables:

a) Se prepara facilmente en molde calibrado;

b) Capacidad excelente de disolver totalmente el
polvo DHEA micronizado, garantizando por lo tanto, una

dosis estandarizada;

c) S8in reaccidén y alteraciones morfoldgicas de
tejido importante de la mucosa vaginal: solamente se
observd un aumento leve del espesor del epitelio que en
los primeros 3 a 4 segmentos, posiblemente debido a las

manipulaciones que acompafian la insercién del supositorio.

2.- La DHEA produjo un efecto sobre la morfologia
epitelial vaginal a la dosis evaluada  més baja
{supositorio de 0.33 mg.). El efecto es méximo del 3er al
5to segmento, luego disminuye gradualmente para

desaparecer a nivel del 7mo segmento.

3.~ A una dosis supositorio de 0.66 mg. de DHEA,
el efecto también estd presente en el 3er segmento vy

permanece muy fuerte en el 6to segmento.

4.- A una dosis supositorio de 1.00 mg. de DHEA,

el efecto es fuerte desde los segmentos 2 - 3 hasta los
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pliegues vaginales profundos que estdn cerca del cuello

del Gtero uterino.

Ejemplos de la composicién farmacéutica

Se establece a continuacidén, a modo de ejemplo y
no de limitacién, algunas composiciones farmacéuticas que
utilizan Acolbifeno SERM activo preferido, precursor de
esteroide sexual activo DHEA preferido, estrdégeno 17B-
estradiol o premarin preferido, inhibidor fosfodiesterasa
GMPc tipo 5 Tadalafil o Sildenafil preferido. La
concentracién de ingrediente activo puede variar en un
amplio rango como se discutid en la presente invencidn.
Las cantidades y tipos de otros ingredientes que se pueden

incluir se conocen bien en la técnica.

EJEMPLO A
Tableta
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)

DHEA 15.0
Gelatina 5.0
Lactosa 63.5
Almidén 16.5
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EJEMPLO B

Cépsula de gelatina

Ingrediente $ Peso |
5 (en peso de la
composicién total)
DHEA 15.0
Lactosa hidratada 70.0
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
10 Estearato de magnesio 0.4
EJEMPLO C
|
Tableta
15
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicidén total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0 |
Gelatina 5.0 }
20 Lactosa 58.5
Almidén 16.5
25
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EJEMPLO D

Cépsula de gelatina

Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Lactosa hidratada 65.0
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
EJEMPLO E
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Premarin 0.5
Gelatina 5.0
Lactosa 63.0
Almiddén 16.5

0oa
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EJEMPLO F

Cépsula de gelatina

10

15

20

25

Ingrediente $ Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Premarin 0.5
Lactosa hidratada 64.5
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
EJEMPLO G
Tableta
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)

Sildenafil 15.0
DHEA 15.0
Gelatina 5.0
Lactosa 48.5
Almiddn 16.5
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EJEMPLO H

Cépsula de gelatina

Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Sildenafil 15.0
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Lactosa hidratada 50.0
Almiddn 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
EJEMPLO I
Tableta
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Sildenafil 15.0
Gelatina 5.0
Lactosa 43.5
Almidén 16.5
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EJEMPLO J

Cépsula de gelatina

Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
DHEA 15.0
Sildemafil 15.0
Lactosa hidratada 50.0
Almidén 4.8
Celulosa micricristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
EJEMPLO K
Crema vaginal
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)

DHEA 1.0
Acolbifeno 0.2
Cera emulsificante, NF 18.0
Aceite mineral ligero, NF 12.0
Alcohol bencilico 1.0
Etanol 95% USP 33.8
Agua purificada, USP 34.0
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EJEMPLO L

Supositorio vaginal

Ingrediente % Peso

(en peso de la
composicién total)
DHEA 0.66 a 2.0

Base Whitepsol H-15 98 a 99.34

Se preparardn supositorios de DHEA utilizando
base Whitepsol H-15 (Medisca, Montreal, Canadéd). Se puede
utilizar cualquier otra base de lipofilica como Fattibase,
Wecobee, manteca de cacao, aceite de theobroma u otras

combinaciones de bases Whitepsol.

Ejemplos de kit

Se establece a continuacidén, a modo de ejemplo y
no de 1limitacién, algunos kits que wutilizan Acolbifeno
SERM activo preferido, precursor de esteroide sexual
activo DHEA preferido, estrdégenos conjugados o estrdgeno
17B-estradiol preferidos, inhibidor fosfodiesterasa GMPc
tipo 5 Tadalafil o Sildenafil preferido. La concentracidn
de ingrediente activo puede variar en un amplioc rango como
se discutié en la presente invencién. Las cantidades vy
tipos de otros ingredientes gque se pueden incluir se

conocen bien en la técnica.




EJEMPLO A

ELl SERM, los estrdégenos Y% el inhibidor
fosfodiesterasa GMPc tipo 5 se administran de forma oral
mientras el precursor esteroide sexual se aplica a nivel

5 administrado de manera local o percutdneamente.

Composicién de SERM para administracidn oral (cépsulas)

ngrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
. Lactosa hidratada 80.0
Almidén 4.8
10 Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
SERM + composicién de estrdgenos para administraciédn
oral (cédpsulas)
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
15 Premsrin 0.5
Lactosa hidratada 79.5
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
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SERM + estrégenos + composicidén de inhibidor de GMPc

fosfodiesterasa de tipo 5

para administracidén oral (cépsulas)

Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
Acolbifeno 5.0
5 Premarin 0.5
Sildenafil 15.0
Lactosa hidratada 64.5
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4

10
Composicidn precursor esteroide sexual para
administracidén tépica (gel)
Ingrediente % Peso
(en peso de la
composicién total)
DHEA 2.0
Triglicérido-céprico- 5.0
caprilico (Neobee M-5) ‘
15 Hexileno-glicol : 15.0 |
Transcutol (eter 5.0
monometil de
dietilenglicol)

NI AL



Alcohol bencilico 2.0

Ciclometicona (Dow 5.0

Corning 345)

Etanol (absoluto) 64.0

Hidroxipropilcelulosa 2.0

{1500 cps) (KLUCEL)

5
EJEMPLO B
El SERM, los estrégenos y el precursor esterocide
sexual se administran de forma oral
Composicién de precursor de esteroide sexual para
administracidén oral (cépsula de gelatina)
% Peso
10 {(en peso de la
composicidén total)
DHEA 15.0
Lactosa hidratada 70.0
Almidén 4.8
Celulosa microcristalina 9.8
Estearato de magnesio 0.4
15
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En las formulaciones anteriores se pueden
sustituir otros SERMs (Toremifeno, Ospemifeno, Raloxifeno,
Arzoxifeno, Lasofoxifeno, TSE-424, ERA-923, EM-800, SERM-
3339, GW-5638) por Acolbifeno, asi como otros inhibidores
esteroide se pueden sustituir pér DHEA, otros estrogenos
se pueden ser sustitulr por Premarin y otro inhibidor
fosfodiesterasa GMPc tipo 5 se puede sustituir por
Sildenafil o Tadalafil o por Prostaglandin El. Se pueden
incluir més de un SERM o mds de un precursor o estrogenos
o inhibidor fosfodiesterasa GMPc tipo 5 y en tal caso el
porcentaje de peso combinado es preferente que el
porcentaje de peso para el precursor solo o el SERM sclo

dado en los ejemplos anteriores.

La invencién ha sido descrita en los términos de
las modalidades y ejemplos preferidos, pero no se limita
por la misma. Aquellos expertos en la técnica reconoceréan
facilmente la aplicabilidad més amplia y el alcance de la
invencidén que se limita solamente por las reivindicaciones

de patentes.
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Rvs modificadas solicitud DIVISIONAL
Mayo 31, 2012

REIVINDICACIONES

\ﬁl. Una composicién farmacéutica para aplicacidén vaginal
que comprende:

(a) un excipiente, diluyente o vehiculo

farmacéuticamente aceptable;

(b) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un precursor esteroide sexual seleccionado del grupo
que consiste de dehidroepiandrosterona, sulfato de
dehidroepiandrosterona, y androst-5-ene-3f,17p-diol; vy

(c) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un modulador selectivo del receptor de estrdgeno para
la proteccidén de la gléndula uterina y mamaria contra el
cancer, en donde el modulador selectivo del receptor de
estrdgeno es seleccionado del grupo que consiste de
(quggiﬁgqg& é55595;1E351#ALQL,3533813, \Ly 335563| (Tamoxifeno]
OH-Tamoxifeno, EKQLQELQEHJ hgremlﬁgggi degifenOJ
Ospemifeno,  GW__ 5638} SERM 3339, \rsE-424, ERA-923,

Lasofoxifeno ), (Levormeloxifend, [Acolbifeno _(EM-]
i538), lEM-65) y EMZgodS® . ~
~ - .

2. La composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidén 1 en donde el portador, diluyente 6 excipiente

es un gel.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacién 1, en donde la composicién farmacéutica es un

supositorio o un évulo.
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4. La composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 1 en donde dicho modulador receptor de
estrbébgeno selectivo es:
OH
X
iy
HO 0 H
/\/\ NS
o cl
5. La composicidn farmacéutica de acuerdo con

cualgquiera de las anteriores reivindicaciones 1 a 4 en donde

el precursor esteroide sexual es dehidroepiandrosterona.

6. Una composicién farmacéutica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde el
precursor esteroide sexual comprende hasta 2% en peso con

relacidén al peso total de la composicién.

7. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 6 en donde la cantidad del precursor

esteroide sexual es 0.66 a 2.0% en peso.

8. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 6 ¢ 7 en donde el excipiente, diluyente o

vehiculo farmacéuticamente aceptable es lipofilico.

9. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 6, 7 & 8 en donde el excipiente, diluyente 6
vehiculo se selecciona del grupo gque consiste de bases
Witepsol (que incluye Witepsol H-15), fattibase, Wecobee,

AN -
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manteca de cacao, aceite de theobroma, y combinaciones de

las mismas.

10. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 9 en donde el excipiente, diluyente &

vehiculo es Witepsol H-15.

1l1. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 9 en donde el excipiente, diluyente ¢
vehiculo es Witepsol H-15 y el precursor esteroide sexual es

dehidroepiandrosterona.

12. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 9 en la forma de un supositorio u oévulo en
donde el excipiente, diluyente 6 vehiculo es Witepsol H-15 vy

el precursor esteroide sexual es dehidroepiandrosterona.

¢ 13. Una composicidn farmacéutica para aplicaciédn
percutanea que comprende:

(a) un excipiente, diluyente o vehiculo

farmacéuticamente aceptable;

(b) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un precursor esteroide sexual seleccionado del grupo
que consiste de dehidroepiandrosterona, sulfato de
dehidroepiandrosterona, y androst-5-ene-38,17f8-diol; vy

(c) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un modulador selectivo del receptor de estrdgeno para
la proteccidn de la gléndula uterina y mamaria contra el
cancer, en donde el modulador selectivo del receptor de
estrdégeno es seleccionado del grupo que consiste de
Raloxifeno, Arzoxifeno (LY 353381), LY 335563, Tamoxifeno,
OH-Tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno,

Ospemifeno, GW 5638, SERM 3339, TSE-424, ERA-923,
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Lasofoxifeno (CP 336156), Levormeloxifeno, Acolbifeno (EM-
1538), EM-652 y EM-800.

§t14' Una composicidén farmacéutica para administracién
oral que comprende:

(a) un excipiente, diluyente o vehiculo

farmacéuticamente aceptable;

(b) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un precursor esteroide sexual seleccionado del grupo
que consiste de dehidroepiandrosterona, sulfato de
dehidroepiandrosterona, y androst-5-ene-38,17B8-diol; vy

(c) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un modulador selectivo del receptor de estrdédgeno para
ia proteccidén de la gléndula uterina y mamaria contra el
cédncer, en donde el modulador selectivo del receptor de
estrdgeno es seleccionado del grupo gque consiste de
Raloxifeno, Arzoxifeno (LY 353381), LY 335563, Tamoxifeno,
OH-Tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno,
Ospemifeno, GW 5638, SERM 3339, TSE-424, ERA-923,
Lasofoxifeno (CP 336156), Levormeloxifeno, Acolbifeno (EM-

1538), EM-652 y EM-800.

15. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 13 ¢ 14, en donde el modulador selectivo del

receptor de estrdgeno es acolbifeno.

16. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 13 ¢ 14, en donde el precursor esteroide

sexual es dehidroepiandrosterona.

17. Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 26 6 27 en donde el precursor esteroide sexual

es dehidroepiandrosterona vy el modulador selectivo del

receptor de estrdégeno es acolbifeno.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Métodos novedosos para tratar o reducir la
probabilidad de adquirir disfunciones vaginales, mas
particularmente resequedad vaginal y dispareunia, que
conducen a la disfuncién sexual y a un bajo deseo vy
rendimiento sexual, en animales susceptibles, de sangre
caliente incluyendo humanos, que involucra la administracidn
de un precursor esteroide sexual. La administracién adicional
de estrdégeno o modulador receptor de estrbégeno selectivo,
particularmente aquéllos seleccionados del grupo que consiste
de Raloxifeno, Arzoxifeno, Tamoxifén, Droloxifeno,
Toremifeno, Yodoxifeno, GW 5638, TSE-424, ERA-923, y
lasofoxifeno, y muy particularmente compuestos que tienen la

estructura general:

N

y CHon
0 /\\,“/N \) 2

se describe especificamente para el tratamiento médico y o
inhibicién de desarrollo de algunas de estas enfermedades
anteriormente mencionadas. También se describen composiciones
farmacéuticas para el suministro de ingrediente(s) activo(s)

y kit(s) utiles para la invencidn.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA ' 07'050.824A

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

Patente de invencion Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD %Capitulol I%l Capitulo I1
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/CA2005/001612 Fecha 20 de Octubre de 2005
Publicacion Internacional No. WO 2006/042409 Al Fecha 27 de Abril de 2006

3 l TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE COMPRENDEN AL MENOS UN PRECURSOR
SEXUAL EN COMBINACION CON AL MENOS UN MODULADOR RECEPTOR DE ESTROGENO

SELECTIVO
CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) A61K 31/5685
SOLICITANTE (S) [ Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
ENDORECHERCHE, INC.

6 | DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION: 2989 de la Promenade, Sainte- No. TELEFONO:
Foy, Quebec G1W 215

CORREO ELECTRONICO:

CIUDAD: Quebec

PAIS DE RESIDENCIA: Canadé LUGAR DE CONSTITUCION: Canada
7 | INVENTOR (ES)

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. EL-ALFY, Mohamed Canadiense
2. LABRIE, Fernand Canadiense
3. BERGER, Louise Canadiense
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA ESTADO CIUDAD DIRECCION

1. Canada Quebec, 3414 Maricourt, Apt. 1, Sainte-Foy, Quebec G1W 2M$
2. Canada Quebec, 2989 de la Promenade, Sainte-Foy, Quebec G1W 215
3. Canada Quebec, 3385 Maricourt #19, Sainte-Foy, Quebec G1W 2M2

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[ Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacién.

9 | [J REPRESENTANTE LEGAL [X APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
RODRIGUEZ D’ALEMAN DILIA MARIA C.C.41.654.882 T.P.20824 CSJ

DIRECCION  Cra. 11 No. 86 - 53, Piso 6 No. TELEFONO 6181088
CIebAD Bogotd, D.C CORREO, clarkemodet@clarkemodet.com.co
PAIS Colombia ELECTRONICO @ .com.
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD XIs1 [JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA AAA/MM/DD
1. Estados Unidos de América UsS 60/620,452 2004/10/20

nneG*s"




11

DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biologicos de los que cualquiera de los paises miembros de
la Comunidad Andina es pais de origen.

Osi OnNo

Nota: En caso afirmativo deber4 anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado o nimero de registro,
expedido por la Autoridad competente.

12

DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades indigenas, afroamericanas o locales
de paises miembros de la Comunidad Andina.

Os1 ONO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o niimero de registro expedido por
la Autoridad competente.

13

I REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios economicos para presentar la solicitud de patente.
st INo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere la resolucién vigente
en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequeflas y medianas empresas
Universidades publicas o privadas

Entidades sin animo de lucro

I

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14

AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA st ONo

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificactones en linea a través de Internet de
los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados personaimente y, en consecuencia, autorizo el
servicio de notificacion a través de internet

15 COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° 12-0060845 Fecha 19/06/2012
16 FIRMA DEL APODERADO :
N
17 ANEXOS
Documentacién Técnica Documentacion Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [3 Poderes, si fuera el caso
10. [J Documento que legalmente pruebc la cesion del

i e J licitante 0 a su causante
1. [X Descripcion Ne° de folios: 88 mventoral 5o
2. [ Reivindicaciones N° Reivindicaciones: {7 1. [ Copiadel contrato de acceso de recursos
3' . o fol ) genéticos o productos  derivados, certificado o

- D Dibujos vio figuras N? folios. numero de registro, si fuera el caso.

4, [ Resumen. 12. [J Copia de la licencia o autorizacion de
5. [ Certificado de depésito de material biolégico si fuera el caso. . Cono_cimicntosv Tradicionalzs.
6. [J Listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos en forma digital si fuera el caso certificado o nimero de registro, si fuera el caso
7. [ Arte finat 12 x 12. 13. Reduccién de tasas
8. [J Anexo formato digital Micro, pequenas o medinas empresas

[ Copia simple de la declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idonea

O Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004
Universidades piblicas o privadas
O Copia acto de reconocimiento institucional
emitido por el Ministerio de Educacton
Entidades sin 4nimo de lucro
[ Copia de registro vigente en Camara de comercio
[ Hoja de informacion complementaria.
[ Otros, especificar
14. [X) Comprobante de pago de la tasa de presentacion
de la solicitud
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de
prioridad.
16. [ Comprobantc de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.
17. [ Comprobante de pago por reivindicacion
adicional a 10.
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RECIBO DE CAJA No. 12 - 0060845

Industria y Comercio

EERINTENDENCIA Bogotéa D.C., Junio 19 de 2012 - 16:50°20

RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CLIENTA No PAGQO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 432304364 19/06/2012 56.610.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIQ __ Vr CONCEPTO
1 50006-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00

INVENCION $590.000.00

SON: TQUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
5,
RQ‘S\D’O\ib_l_e_/

TR

Fecha: 2012 08 23 09 56 36 Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: 379 FASENACIONALY

Act. 411 PRESENTACION Folios: 314

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

QUF’E NDEN\JIA DE | NDUbTRlA Y COMERCIO

HELEL

LN
0013-0000
Fecha 2012- 0" 05 15: ”6 42 020 DIR.NUEVASCR

Tra. i1 PATENTEIYII Eve: 379
Act. 523 RESPUESTA Folios: 159
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Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

Junio 18 de 2012 - 16:50:29




N
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FPRINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 04 de 2012 - 14:59:59 |
RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643 RE
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGQ VR PAGQ
RECIBO DE CA 999999999 28277 21/03/2012 370.000.00
RECIBO DE CA 999999999 28278 21/03/2012 370.000.00
RECIBO DE CA 999999999 46148 09/05/2012 100.000.00
RECIBO DE CA 999999999 46170 09/05/2012 120.000.00
RECIBO DE CA 999999999 46171 09/05/2012 120.000.00
RECIBO DE CA 999999999 46172 09/05/2012 120.000.00
RECIBO DE CA 999999999 46173 09/05/2012 120.000.00
RECIBO DE CA 999999999 48856 17/05/2012 370.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
7 50005-D1-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 210.000.00
ALAS 10 INICICIALES $_2__|_0 00000 ~

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LTI

Fecha: 2012-08-23 09 56 36 Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Recibo dg Caja Aplicgtlo al Expediente No. Act. 411 PRESENTACION Folios: 314

SON: **DOSCIENTOSDIEZ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respongabié: \
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A il ‘
No 07 050824- -

Fecha: 2012-07-05 156:26:42  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 379 FASENACIONALI}
Act. 523 RESPUESTA Folios: 159
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